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(57)【要約】
　本発明は、対象におけるアスベスト関連疾患の存在、またはアスベスト関連疾患の素因
を評価するための方法に関する。特に本発明は、アスベスト被曝に関連した肺癌を同定す
るための方法を提供する。この関連性は、肺癌細胞の以下の染色体領域：　19p13.3-p13.
1、9q32-34.3、2p21-p16.3、16p13.3、22q12.3-q13.1 および 5q35.3の少なくとも１種か
らアレル不均衡（ＡＩ）を検出することで確認する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アスベスト被曝に関連した肺癌を同定するための方法であって、肺癌を患う個体から採
取した肺癌細胞サンプルを提供し、そして肺癌細胞の以下の染色体領域：
　　a)　19p13.3-p13.1、
　　b)　9q32-34.3、
　　c)　2p21-p16.3、
　　d)　16p13.3、
　　e)　22q12.3-q13.1 および
　　f)　5q35.3
の少なくとも１種に存在するアレル不均衡（ＡＩ）を検出することを包含する方法。
【請求項２】
　該領域の少なくとも１種に存在するアレル不均衡が、肺癌細胞の悪性度とアスベスト被
曝との関連性を示すことを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　染色体領域が19p13.3-p13.1であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　染色体領域が9q33.1であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　染色体領域19p13.3-p13.1内のアレル不均衡を、以下のマイクロサテライト：
　　19s814、19S883、19S878、19S424、19S894、19S216、19S177、19S1034、
　　19S873、19S884、19S916、19S583、19S535、19S906、19S221、19S840、
　　19S917、19S895 および 19S568
からなる群より選ばれる少なくとも１種を用いて検出することを特徴とする、請求項４に
記載の方法。
【請求項６】
　アレル不均衡の存在を、ヘテロ接合性喪失（ＬＯＨ）解析によって検出することを特徴
とする、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　アレル不均衡の存在を、遺伝子発現プロファイルの作製によって検出することを特徴と
する、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　遺伝子発現プロファイルが、表５に示した遺伝子の少なくとも１種の発現データを包含
することを特徴とする、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　アレル不均衡の存在を、蛍光in situハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）法を用いて
検出することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　アレル不均衡の存在を、レーザー顕微解剖技術を用いて検出することを特徴とする、請
求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　請求項１の方法を実施するための手段を包含するキット。
【請求項１２】
　癌細胞の以下の染色体領域：
　　a)　19p13.3-p13.1、
　　b)　9q32-34.3、
　　c)　2p21-p16.3、
　　d)　16p13.3、
　　e)　22q12.3-q13.1 および
　　f)　5q35.3
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の少なくとも１種に存在するアレル不均衡（ＡＩ）を検出するための、請求項１１に記載
のキット。
【請求項１３】
　肺癌の危険度を同定するための方法であって、個体から採取した生物学的サンプルを提
供し、そして肺癌細胞の以下の染色体領域：
　　a)　19p13.3-p13.1、
　　b)　9q32-34.3、
　　c)　2p21-p16.3、
　　d)　16p13.3、
　　e)　22q12.3-q13.1 および
　　f)　5q35.3
の少なくとも１種に存在するアレル不均衡（ＡＩ）を検出することを包含し、該染色体領
域に存在するアレル不均衡は、肺癌の危険度の変化の指標となることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　危険度の変化が、肺癌の危険度の上昇であることを特徴とする、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１５】
　生物学的サンプルが、個体から採取した喀痰サンプル、気管支洗浄液サンプル、気管支
肺胞洗浄サンプル、全血サンプル、血漿サンプルまたは血清サンプルであることを特徴と
する、請求項１３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺癌細胞におけるゲノム変化の分子レベルの記述に基づくものである。本発
明は、肺癌細胞由来のＤＮＡからアレル不均衡（ＡＩ）を検出することによって、アスベ
スト被曝に関連した肺癌を同定する方法を提供する。更に本発明は、アスベスト被曝肺癌
患者の肺腫瘍は、独特な遺伝子発現プロファイルを示すことを明らかにした。本発明はま
た、アスベスト被曝個体の体液から、アスベスト関連ゲノム変化によって生じるＡＩまた
はＲＮＡやタンパク質の変化を検出することによって、アスベスト関連肺癌の早期発見、
予測および予防に有用な方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　肺癌は最も主要な癌であり、年間１００万人超が肺癌で死亡している。肺癌の単独で最
も重要な発症原因が喫煙であることに疑いの余地はない。肺癌は、タバコの他にも、職業
上または環境における他の発癌性因子（例えば、アスベスト）による被曝にも関連してい
る。喫煙とアスベスト被曝は相乗的に作用し、肺癌の危険度に対して付加的以上の効果を
もたらす（Selikoff, 1968、Vainio, 1994）。男性の肺癌においてアスベスト被曝が病因
となる割合は、種々の集団において６％～２３％の間であると推定されている（Karjalai
nen, 1997、Nelson, 2002）。
【０００３】
　アスベストとは、繊維状の珪酸塩鉱物の一群であり、その化学的および物理的特徴の違
いによって６種に分類されている。その絶縁性、耐火性および補強特性によって、広く産
業に使用されていた。最初のアスベスト被曝から発症までの期間は２０年を超えると推定
されており、このような長い潜伏期間ゆえに、アスベストは、その使用が禁止された国に
おいても、発症原因となり続ける（報告については、Scandinavian Journal of Work, En
vironment, and Health, 1997, 23:311-316のコンセンサスレポートを参照）。
【０００４】
　アスベストは、ＤＮＡと染色体の両方に傷害を与えることのできる、遺伝毒性および細
胞毒性物質であることが知られている。このような作用に秘められたメカニズムは複数で
あろうと考えられる。主なメカニズムは、活性酸素種（ＲＯＳ）と活性窒素種（ＲＮＳ）
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の発生、細胞周期の進行の物理的な妨害、およびいくつかのシグナル伝達経路の活性化と
考えられている（Upadhyay, 2003、Jaurand, 1997）。
【０００５】
　アスベスト被曝労働者について、白血球の姉妹染色分体交換とＤＮＡ２本鎖の破壊の増
加が報告されている（Fatma, 1991、Marczynski, 1994）。ＲＯＳ被曝のマーカーである
８－ヒドロキシ－２’－デオキシグアノシン（８－ＯＨｄＧ）ＤＮＡ付加体の濃度上昇が
、アスベスト被曝労働者の血液と肺組織の両方で検出されている（Marczynski, 2000）。
更に Marsit et al. (2004) は、肺癌細胞における染色体3p21のヘテロ接合性の喪失が、
職務上のアスベスト被曝と関連すると開示している。
【０００６】
　今日では、アスベスト関連肺癌などのアスベスト関連疾患の臨床診断は、患者との詳細
な面談とアスベスト被曝に関する職務データ、適切な潜伏期間と症候、並びに放射線学的
および肺生理学的所見に基づいて行われる（コンセンサスレポート，１９９７を参照）。
しかし、アスベスト関連肺癌の臨床的兆候と症状は他の原因による肺癌と変わらない。従
って、当業界における問題は、一般人口における肺癌の発症率が高いため、たとえアスベ
ストが存在していても、個別の患者の肺癌の原因がアスベストであると厳密に立証するこ
とはできない点にある。本発明の提供する解決手段は、アスベスト関連肺癌において、ア
レル不均衡を示す傾向のある５つの別個の染色体領域の発見である。従って、本発明は、
肺癌細胞の染色体の特定の部分におけるアレル不均衡の有無を検出することによって、ア
スベスト関連肺癌を他の肺癌から同定するための方法を提供することができる。
【０００７】
発明の概要　
　本発明はアスベスト被曝に関連した肺癌を同定するための方法およびキットを提供し、
この方法は、肺癌を患う個体またはアスベスト被曝による肺癌を発症する危険性のある個
体から採取した肺癌細胞サンプルを提供し、そして肺癌細胞の以下の染色体領域：
　　a) 19p13.3-p13.1、b) 9q32-34.3、c) 2p21-p16.3、d) 16p13.3、
　　e) 22q12.3-q13.1 およびf) 5q35.3
の少なくとも１種に存在する、アスベスト関連肺癌に特徴的なアレル不均衡（ＡＩ）の種
類を検出することを包含する。染色体領域に存在するアスベスト関連ＡＩは、上記領域を
越えてもかまわない。
【０００８】
発明の詳細な説明　

Ｉ．定義　
　「アスベスト症」は、アスベスト粉塵に曝露した結果として生じる、肺のびまん性間質
性繊維症と定義する。
【０００９】
　「アレル不均衡」（ＡＩ）は、遺伝子対の一方のメンバー（即ち、アレル）が消失した
（即ち、ヘテロ接合性の消失、ＬＯＨ）または増幅した状態と定義する。従って、アレル
不均衡は、染色体において一方のアレルのコピー数が変化した状態を示す。
【００１０】
　「核酸」、「ポリヌクレオチド」および「オリゴヌクレオチド」という用語は、入れ替
えて使用することが可能であり、いずれも１本鎖または２本鎖のデオキシリボヌクレオチ
ドポリマーまたはリボヌクレオチドポリマーを示す。特に断りがない限り、天然ヌクレオ
チドの公知の類似体であって、天然ヌクレオチドと同様に核酸にハイブリダイズするもの
も本発明の範囲に含まれる。特に記載がない限り、特定の核酸配列にはその相補鎖も含ま
れる。
【００１１】
　「標的核酸」とは、ポリヌクレオチドプローブが特異的にハイブリダイズするように設
計された、（屡々、生物学的サンプルから誘導した）核酸を意味する。標的核酸の存在ま
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たは不存在が検出すべき対象であり、標的核酸の量が定量すべき対象である。標的核酸は
、標的に対するプローブの核酸配列に相補的な配列を有する。標的核酸という用語は、プ
ローブが結合すべき大きな核酸の特定のサブ配列、または発現レベルの検出が望まれる配
列の全体（例えば、遺伝子またはｍＲＮＡ）の両方を意味する。
【００１２】
　「プローブ」または「ポリヌクレオチドプローブ」は、その相補配列を有する標的核酸
に結合可能な核酸であって、１種または数種の化学結合、通常は相補的塩基対の形成（通
常は水素結合の形成を介するもの）によって結合し、２本鎖構造を形成するものである。
プローブは、「プローブ結合部位」に結合またはハイブリダイズする。プローブは、天然
の塩基（即ち、Ａ、Ｇ、ＣまたはＴ）または修飾塩基（７－デアザグアノシン、イノシン
など）を含むことができる。プローブは、１本鎖ＤＮＡであるオリゴヌクレオチドでもよ
い。ポリヌクレオチドプローブは合成するか、または天然のポリヌクレオチドから製造す
ることができる。更に、プローブ内の塩基は、ハイブリダイゼーション反応に干渉しない
限り、ホスホジエステル結合以外の結合で連結されていてもよい。従ってプローブには、
例えば、構成塩基がホスホジエステル結合の代わりにペプチド結合で連結したペプチド核
酸（例えば、Nielsen et al., Science 254, 1497-1500 (1991)を参照）も含まれる。プ
ローブのいくつかは、相補的な領域に隣接する非相補的なリーディング配列および／また
はトレーリング配列を有していてもよい。「完全にマッチしたプローブ」は、特定の標的
配列と完全に相補的な配列を有する。典型的なプローブは、標的配列の一部（サブ配列）
と完全に相補的である。「ミスマッチしたプローブ」とは、特定の標的配列と完全に相補
的ではないように意図的に配列を選択したプローブである。
【００１３】
　「プライマー」とは、適切な条件下（即ち、４種の異なるヌクレオシド三リン酸と、Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼまたは逆転写酵素などのポリメライゼーション
試薬の存在下）、適切な温度および適切なバッファー中で、テンプレート特異的ＤＮＡ合
成の複製開始点として働きうる１本鎖オリゴヌクレオチドである。プライマーの適切な長
さはプライマーの用途によって異なるが、典型的には、１５～３０ヌクレオチドの範囲内
である。しかし、より短いプライマーや長いプライマーも使用することができる。テンプ
レートと十分に安定なハイブリッド複合体を形成するためには、短いプライマー分子は一
般的により低い温度を必要とする。プライマーはテンプレートの配列を完全に反映する必
要はないが、テンプレートとハイブリダイズするのに十分な相補性がなければならない。
「プライマー部位」とは、プライマーが標的ＤＮＡにハイブリダイズする場所である。「
プライマーペア」とは、増幅するＤＮＡ配列の５’末端にハイブリダイズする５’の「上
流プライマー」と、増幅するＤＮＡ配列の３’末端に相補的な配列にハイブリダイズする
３’の「下流プライマー」とのセットである。
【００１４】
　「相補的」とは、１つの核酸が他の核酸分子と同一であるか、または他の核酸分子と選
択的にハイブリダイズすることを意味する。特異性が完全に欠如した状況よりも選択的な
ハイブリダイゼーションが生じる場合に、ハイブリダイゼーションの選択率が存在する。
典型的には、少なくとも１４～２５ヌクレオチドの連鎖に対して少なくとも約５５％、好
ましくは少なくとも６５％、より好ましくは少なくとも７５％、そして最も好ましくは少
なくとも９０％の同一性がある場合に、選択的なハイブリダイゼーションが生じる。１つ
の核酸が他の核酸に特異的にハイブリダイズすることが好ましい。M. Kanehisa, Nucleic
 Acids Res. 12:203 (1984)を参照。
【００１５】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は入れ替えて使用す
ることが可能であり、いずれもアミノ酸残基のポリマーを意味する。これらの用語は、含
まれるアミノ酸の１つまたはいくつかが天然に見られるアミノ酸に対応する化学的類似体
であるアミノ酸ポリマーにもおよぶ。
【００１６】
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　２種または数種の核酸またはポリペプチドに対して用いる「同一」またはパーセント「
同一性」という用語は、後述するような配列比較用アルゴリズムまたは目視検査によって
最大の対応が得られるように比較とアラインメントを実施した時に、２種または数種の配
列またはサブ配列が同じであるか、あるいは同じであるヌクレオチドまたはアミノ酸残基
の量が特定のパーセントであることを意味する。
【００１７】
　２種の核酸またはポリペプチドに対して用いる「実質的に同一」という表現は、後述す
るような配列比較用アルゴリズムまたは目視検査によって最大の対応が得られるように比
較とアラインメントを実施した時に、２種または数種の配列またはサブ配列の間で同一で
あるヌクレオチドまたはアミノ酸残基が少なくとも７５％、好ましくは少なくとも８５％
、より好ましくは少なくとも９０％、９５％またはそれ以上であることを意味する。少な
くとも約３０残基、好ましくは５０残基を越える長さ、より好ましくは少なくとも約７０
残基からなる領域であり、比較する配列の全長（例えばヌクレオチドコード領域）に渡っ
て実質的な同一性が存在することが最も好ましい。配列の比較の際には、典型的には、１
つの配列が試験配列と比較するための参照配列として機能する。配列比較アルゴリズムを
使用する際には、試験配列と参照配列をコンピューターに入力し、サブ配列の座標を選定
し、必要であれば、配列アルゴリズムプログラムのパラメーターも選定する。そうすると
配列比較アルゴリズムは、選定したプログラムのパラメーターに基づいて、参照配列に対
する試験配列のパーセント同一性を計算する。
【００１８】
　比較を目的とした配列の至適アライメントの作製は、例えば、Smith and Waterman, Ad
v. Appl. Math. 2:482 (1981)のローカルホモロジーアルゴリズム、Needleman and Wunsc
h, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)のホモロジーアライメント用アルゴリズム、Pearson an
d Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988)の類似性サーチのための方法、
これらアルゴリズムのコンピューター実行手段（ウイスコンシン州、マディソン、５７５
 サイエンスドライブ、Genetics Computer Group、ウイスコンシン遺伝学ソフトウエアパ
ッケージ（Wisconsin Genetics Software Package）に含まれるGAP、BESTFIT、FASTAおよ
びTFASTA）、または目視検査（例えば、Current Protocols in Molecular Biology（分子
生物学の最近のプロトコール）(Ausubel et al., 1995補遺)を参照）によって行うことが
できる。
【００１９】
　配列比較のための有用なアルゴリズムの１つがPILEUPである。PILEUPは、Feng and Doo
little, J. Mol. Evol. 35:351-360 (1987)の革新的なアライメント法の簡易版を使用す
る。使用する方法は、Higgins and Sharp, CABIOS 5:151-153 (1989)に記載の方法に類似
している。PILEUPを使用すると、参照配列を他の試験配列と比較し、以下のパラメーター
を用いてパーセント配列同一性の関係性を決定する：　デフォルトギャップ重み（３．０
０）、デフォルトギャップ長さ重み（０．１０）、および重み付けエンドギャップ。PILE
UPはＧＣＧ配列解析ソフトウエアパッケージ（sequence analysis software package）、
例えば、バージョン７．０（Devereaux et al., Nuc. Acids Res. 12:387-395 (1984)）
から入手可能である。
【００２０】
　パーセント配列同一性と配列類似性の決定に適したアルゴリズムの他の例としては、Al
tschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990)に記載のBLASTアルゴリズムとBLAST 
2.0アルゴリズムが挙げられる。BLAST解析を行うためのソフトウエアは、国立バイオテク
ノロジー情報センター（National Center for Biotechnology Information）（http://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/）から一般に入手可能である。このアルゴリズムにおいては、初め
に、クエリ配列中の長さＷの短いワードを同定することで高スコア配列ペア（ＨＳＰ）を
同定する。ＨＳＰは、データベース中の同じ長さのワードとアライメントを行った際に、
正の値である閾値スコアＴと一致するかまたは満足するものである。Ｔは、近隣ワードス
コア閾値（neighborhood word score threshold）である（前記のAltschul et al）。こ
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れらのヒットした初期近隣ワードが、それを含む長いＨＳＰを見つけるためのサーチを開
始するための足がかりとなる。次に、ヒットしたワードの配列に沿ってその両側を伸長す
るが、この伸長を積算アライメントスコアが上昇する限り継続する。積算スコアの計算は
、例えば、ヌクレオチド配列の場合、パラメーターＭ（マッチした残基ペアに対する報償
スコアであり、常に０を超える）とＮ（ミスマッチした残基に対するペナルティスコアで
あり、常に０未満である）を使用して計算する。アミノ酸配列については、積算スコアの
計算にスコア決定用マトリクスを使用する。各方向へのヒットしたワードの伸長は、以下
のいずれかの条件を達成した場合に停止した：　積算アライメントスコアがその最大達成
値よりもＸ量低下した時、１個または数個の負のスコア残基アライメントの積算によって
、積算スコアがゼロまたはゼロ未満になった時、あるいは配列のいずれかの末端に到達し
た時。
【００２１】
　核酸またはポリペプチドが本発明の範囲内にあるかどうかを決定するためには、BLAST
プログラムのデフォルトパラメーターが適している。（ヌクレオチド配列用の）BLASTNプ
ログラムは、デフォルト値として、ワード長さ（Ｗ）が１１、期待値（Ｅ）が１０、Ｍ＝
５、Ｎ＝－４を使用し、両方の鎖を比較する。アミノ酸配列のためのＢＬＡＳＴＰプログ
ラムは、デフォルト値としてワード長さ（Ｗ）が３、期待値（Ｅ）が１０、およびBLOSUM
 62のスコアマトリクスを使用する。（ヌクレオチド配列に対してタンパク質配列を使用
する）TBLATNプログラムは、デフォルト値として、ワード長さ（Ｗ）が３、期待値（Ｅ）
が１０、およびBLOSUM 62のスコアマトリクスを使用する（例えば、Henikoff and Heniko
ff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)を参照）。
【００２２】
　２つの核酸配列が実質的に同一であることを示す他の指標は、２つの分子がストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズすることである。「実質的に結合する」とは、プローブ
核酸と標的核酸との間の少量のミスマッチを含む相補的ハイブリダイゼーションを意味し
、ミスマッチは、ハイブリダイゼーション媒体のストリンジェンシーを低下させることで
標的ポリヌクレオチド配列の所望の検出に適応可能なものである。「特異的にハイブリダ
イズする」という表現は、ストリンジェントな条件下である分子が、複雑な混合物である
（例えば、全細胞）ＤＮＡまたはＲＮＡに含まれる特定のヌクレオチド配列とのみ結合す
る、二重化するまたはハイブリダイズすることを意味する。
【００２３】
　「ストリンジェントな条件」とは、プローブがその標的サブ配列にハイブリダイズする
が、他の配列にはハイブリダイズしない条件を意味する。ストリンジェントな条件は配列
依存的であり、状況に応じて変化する。長い配列は高い温度で特異的にハイブリダイズす
る。一般的に、ストリンジェントな条件として、特定のイオン強度とｐＨにおける特定配
列の融点（Ｔｍ）から約５℃低下した温度を選択する。Ｔｍは、（特定のイオン強度、ｐ
Ｈおよび核酸濃度において）標的配列に相補的なプローブの５０％が平衡状態で標的配列
にハイブリダイズする温度である。（通常、標的配列は過剰に存在するので、Ｔｍでは、
プローブの５０％が平衡状態で占有されている。）典型的なストリンジェントな条件にお
ける塩濃度は約１．０Ｍ Ｎａイオン未満であり、更に典型的には、ｐＨ７．０～８．３
においてＮａイオン（または他の塩）の濃度が約０．０１～１．０Ｍであり、温度は、短
いプローブ（例えば、１０～５０ヌクレオチド）で少なくとも約３０℃、長いプローブ（
例えば、５０ヌクレオチド超）で少なくとも約６０℃である。ストリンジェントな条件は
、ホルムアミドなどの不安定化試薬の添加によっても達成することができる。
【００２４】
　２つの核酸配列またはポリペプチドが実質的に同一であることの他の指標は、第一の核
酸のコードするポリペプチドが第二の核酸のコードするポリペプチドに対して、後述する
免疫学的な交差反応性を示すことである。「タンパク質に特異的に結合する」や「特異的
な免疫反応を示す」という表現を抗体に対して使用した場合には、タンパク質と他の生体
分子を含む異種集団において、特定のタンパク質の存在を決定付ける結合反応を意味する
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。従って、指定したイムノアッセイ条件下において、特異的な抗体は特定のタンパク質に
優先的に結合し、サンプル中の他のタンパク質と顕著な量の結合を示すことはない。この
ような条件下におけるタンパク質との特異的な結合には、特定のタンパク質に対する特異
性に基づいて選択した抗体が必要である。特定のタンパク質と特異的な免疫反応性を示す
抗体を選択するために、種々の形式のイムノアッセイを使用することができる。例えば、
タンパク質と特異的な免疫反応を示すモノクローナル抗体の選択には、固相ＥＬＩＳＡイ
ムノアッセイが慣例的に使用されている。特異的な免疫反応性を決定するためのイムノア
ッセイの形式と条件に関する記載については、例えば、Harlow and Lane (1988) Antibod
ies, A Laboratory Manual（抗体、実験マニュアル）、ニューヨーク州、Cold Spring Ha
rbor Publicationsを参照することができる。
【００２５】
　特定のポリヌクレオチド配列の「保存的に修飾された変異」とは、同一または実質的に
同一なアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド、あるいは、ポリヌクレオチドがアミ
ノ酸配列をコードしない場合には、実質的に同一な配列を意味する。遺伝コードの縮重故
に、複数の機能的に同一な核酸が特定のポリペプチドをコードする。例えば、コドンCGU
、CGC、CGA、CGG、AGAとAGGはいずれもアミノ酸アルギニンをコードする。従って、ある
コドンによってアルギニンが特定されている全ての部位において、コードしているポリペ
プチドを変化させることなく、該コドンを上述した対応するコドンのいずれかに変更する
ことができる。このような核酸変異は、「保存的に修飾された変異」の１種である、「サ
イレント変異」である。本願に記載した、ポリペプチドをコードする全てのポリヌクレオ
チド配列には、特に記載がない限り、可能な全てのサイレンス変異も含まれるものとする
。当業者は、機能的に同一な分子を得るために、核酸中の全てのコドン（但し、通常はメ
チオニンをコードする唯一のコドンであるAUGを除く）が標準的な技術によって修飾可能
であることを理解している。従って、ポリペプチドをコードする核酸の「サイレント変異
」が、本願に記載した各配列に含意されている。
【００２６】
　あるポリペプチドが第二のポリペプチドと実質的に同一である典型例として、例えば、
２つのペプチドの違いが保存的な置換のみの場合が挙げられる。「保存的な置換」という
表現をタンパク質に対して用いた場合には、タンパク質の活性を実質的に変化させること
のない、タンパク質のアミノ酸組成の変化を意味する。特定のアミノ酸配列の「保存的に
修飾された変異」とは、タンパク質活性に重要ではないアミノ酸のアミノ酸置換、あるい
は、同様の特性（例えば、酸性、塩基性、陽性または陰性の電荷、極性または非極性など
）を有するアミノ酸による置換であり、例え重要なアミノ酸の置換であっても、活性に実
質的な変化が生じないものを意味する。機能的に類似したアミノ酸を列挙した保存的な置
換の表は、当業界でよく知られている。例えば、Creighton (1984)の Proteins（タンパ
ク質）, W.H. Freeman and Companyを参照。更に、コードされた配列中の単一のアミノ酸
またはアミノ酸の数パーセントに対して変化、挿入または欠失をもたらす個々の置換、欠
失または挿入も、「保存的に修飾された変異」である。
【００２７】
　「天然に存在する」という用語をある物体に対して使用した場合には、その物体が自然
界から見出されうるものであることを意味する。例えば、天然原料から単離することが可
能な生物に存在するポリペプチドまたはポリヌクレオチド配列であり、且つ実験室で人に
よって人為的な修飾が加えられていないものが、天然に存在するものである。
【００２８】
　「抗体」とは、イムノグロブリン遺伝子またはイムノグロブリン遺伝子断片によって実
質的にコードされている１種または数種のポリペプチドからなるタンパク質である。認識
されるイムノグロブリン遺伝子にはκ、λ、α、γ、δ、εおよびμの定常領域遺伝子と
共に、無数のイムノグロブリン可変領域遺伝子が含まれる。軽鎖は、κまたはλに分類さ
れる。重鎖は、γ、μ、α、δまたはεに分類され、それぞれの重鎖がイムノグロブリン
クラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを定義する。
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【００２９】
II. 概要　
　多くの生物学的機能が、転写制御（例えば、転写開始の制御やＲＮＡプロセッシングな
ど）および／または翻訳制御による、種々の遺伝子の発現の変化を通じて制御されている
。例えば、細胞周期、細胞分化や細胞死などの基本的な生物学的機構は、多くの場合、一
群の遺伝子の異なる発現レベルによって特徴付けられている（例えば、WO02059271を参照
）。遺伝子発現の変化は、発病とも関連する。従って、特定遺伝子の発現レベルの変化は
、種々の疾患の存在および進行の指標となりうる。
【００３０】
　本発明によって、アスベスト関連肺癌において発現レベルの変動している遺伝子が見出
された。これら標的遺伝子の１種または数種を、肺癌の特定の状態を表す「発現プロファ
イル」の一部として使用することができる。これら新規な標的遺伝子の同定によって、よ
り信頼性の高い肺癌の解析が可能となる。更にこれらの結果は、アスベスト被曝に関連し
た発癌メカニズムへの新たな洞察を提供し、肺癌などのアスベスト関連疾患の治療のため
の新たな潜在的な標的遺伝子を明らかにする。これらの発現レベルの変動する遺伝子およ
びそれに対応するタンパク質は、肺癌細胞の特定の細胞状態を特徴付けるための「マーカ
ー」としても使用することもできる。
【００３１】
　同定した発現レベルの変動する遺伝子は、肺癌の分類のための様々な方法のみならず、
他のアスベスト仲介疾患（例えば、アスベスト症、胸膜異常と中皮腫）の診断と処置にも
有用である。本発明は、発現レベルの変動する遺伝子、これら遺伝子のコードするタンパ
ク質および／または上記タンパク質や遺伝子に結合する抗体、プライマーとプローブの１
種または数種を含有するキットや手段も提供する。
【００３２】
　例えば、発現レベルの変動する遺伝子は、発現レベルの変動する遺伝子の発現または活
性を調節する化合物を同定するためのスクリーニング方法に使用することができる。この
ような方法は、例えば、発現レベルの変動する遺伝子のコードするタンパク質の発現に関
連した障害に伴う症状を処置することのできる化合物の同定に使用することができる。更
に、本発明には、１種または数種の標的遺伝子または標的遺伝子産物の活性を調節する化
合物および／または他の物質を投与する肺癌の処置方法も含まれる。このような化合物お
よび他の物質は、標的遺伝子の発現または標的タンパク質の活性のいずれかのレベルでの
調節を実行することができる。ここで提供するある種の分類方法は、肺癌がアスベスト被
曝によるものか否かを決定するために、１種または数種の発現レベルの変動する遺伝子の
量を測定する工程を含んでいる。発現レベルの変動する遺伝子は、アスベスト被曝による
肺癌の危険性のある個体について、肺癌の早期診断、予測および予防を行うための方法を
開発するためにも使用することができる。
【００３３】
III. 発現レベルの変動する遺伝子　
　後述する実施例でより詳細に説明するが、初期の一群の実験は、肺癌細胞の遺伝子発現
プロファイルを同定するために行った。これによって、アスベスト被曝に関与する遺伝子
の同定が可能となった。発現レベルの変動する遺伝子には、例えば、表５に列挙した遺伝
子が含まれる。
【００３４】
　後により詳細に考察するが、種々の肺癌において上方制御または下方制御されている核
酸に関する知見は、数々の異なるスクリーニング方法、処置方法および診断方法の基礎み
ならず、これらの方法を実施するための手段の基礎を提供する。本願で使用するように、
発現プロファイルは、発現レベルの変動する少なくとも１種の遺伝子、典型的には複数の
遺伝子、に対応する遺伝子発現パターンを意味する。一例においては、発現プロファイル
は少なくとも１種、２種、３種、４種または５種の発現レベルの変動する遺伝子を含んで
いるが、他の例においては、少なくとも６種、７種、８種、９種、１０種、１２種、１４
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種、１６種、１８種、２０種、２５種、３０種、３５種、４０種、４５種または５０種以
上の発現レベルの変動する遺伝子を含んでいる。ある場合には、発現プロファイルは、特
定の種類の肺癌細胞について知られている発現レベルの変動する遺伝子の全てを含んでい
る。従って、例えば、ある発現プロファイルは、表５に示した発現レベルの変動する遺伝
子のそれぞれの発現レベルの（定量的または定性的な）測定値を含んでいる。
【００３５】
　遺伝子発現プロファイルに関連した発現パターンは、いくつかの方法で定義することが
できる。例えば、遺伝子発現プロファイルは、いくつかの特定の発現レベルの変動する遺
伝子の絶対的な転写レベル（例えば、測定値）、または相対的な転写レベルである。別の
場合には、遺伝子発現プロファイルは、種々の遺伝子発現レベルを、ある状態と別の状態
（例えば、活性型と非活性型）の間で比較するか、ある細胞種と別の細胞種との間で比較
することによって定義することができる。
【００３６】
　本願で使用するように、「発現レベルの変動する遺伝子」または「発現レベルの変動す
る核酸」とは、本願で提供する、特定のGenBankエントリーに開示された特定の配列を意
味する（例えば、表を参照）。しかし、この用語は、より広範囲におよび、天然に存在す
る配列（GenBankのエントリーとして列挙された配列のアレル変異も含む）のみならず、
合成および意図的に操作した配列（例えば、部位特異的突然変異に付した核酸）も含むこ
とを意図している。表に列挙した標的遺伝子の配列は公知のデータベースから入手可能で
ある点に留意されたい。表は、各配列のアクセッション番号と名称を提供する。GenBank
エントリー中の遺伝子の配列は、この記載をもって、本願の出願日におけるその情報の全
てが本願に明示的に組み込まれたものとする（www.ncbi.nim.nih.govを参照）。
【００３７】
　発現レベルの変動する核酸には、列挙した配列の相補鎖のみならず、遺伝コードの縮重
の結果である縮重配列も含まれる。従って、発現レベルの変動する核酸には、次の核酸が
含まれる：（a）列挙したGenBankのアクセッション番号によって提供される配列に対応す
る配列を有する核酸、（b）（a）の核酸がコードするアミノ酸配列をコードする核酸、（
c）（a）の核酸の相補鎖にストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、および
（d）（a）～（c）に記載した核酸にストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、よ
ってそれらの相補的配列である核酸。本発明の発現レベルの変動する核酸には、更に次の
核酸も含まれる：（a）列挙したGenBankのアクセッション番号に対応する全長ヌクレオチ
ド配列に相補的なデオキシリボヌクレオチド配列、（b）列挙したGenBankのアクセッショ
ン番号に対応する全長ヌクレオチド配列に相補的なリボヌクレオチド配列、および（c）
（a）のデオキシリボヌクレオチド配列および（b）のリボヌクレオチド配列に相補的なヌ
クレオチド配列。発現レベルの変動する核酸には、更に上述した配列の断片も含まれる。
例えば、発現レベルの変動する核酸の中の連続した１０、１２、１４、１６、１８、２０
、２２、２４、２６、２８、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２
５、１５０、１７５、２００、２２５、２５０、２７５または３００ヌクレオチド（また
はこの範囲内の全ての数のヌクレオチド）を含む核酸が挙げられる。このような断片は、
例えば、発現レベルの変動する核酸の全長とハイブリダイズする（例えば、このような配
列を検出および増幅するための）プライマーとプローブとして有用である。
【００３８】
　場合によっては、発現レベルの変動する核酸に保存的に修飾された変異が含まれる。例
えば、発現レベルの変動する核酸が修飾されている場合もある。当業者は、与えられた核
酸構築物を変化させる種々の方法を認識する。このような方法には、部位特異的突然変異
、縮重ポリヌクレオチドを用いたＰＣＲ増幅、核酸を含む細胞の変異誘発剤または放射線
への暴露、および所望のポリヌクレオチドの化学合成（例えば、より大きな核酸を作製す
るための連結および／またはクローニングとの組み合わせ）が含まれる。（例えば、Gili
man and Smith (1979) Gene 8:81-97、Roberts et al. (1987) Nature 328: 731-734を参
照。）発現レベルの変動する核酸がベクターに組み込まれた場合には、核酸は他の配列（
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プロモーター、ポリアデニル化シグナル、制限酵素部位および複数のクローニング部位が
挙げられるが、これらに限定されるものではない）と組み合わせることができる。従って
、核酸の全体の長さは相当に異なりうるものである。
【００３９】
　上述したように、配列同一性比較は、例えば、当業者に公知のヌクレオチド配列比較用
アルゴリズムを用いて行うことができる。例えば、BLASTNアルゴリズムを使用することが
できる。BLASTNの使用に適切なパラメーターは、ワード長さ（Ｗ）が１１、Ｍ＝５および
Ｎ＝－４であり、同一性の値と領域の大きさは前記したものである。
【００４０】
IV. 発現レベルの変動する遺伝子の調製　
　発現レベルの変動する核酸は、当業界で知られる適切な方法によって得ることができる
。例えば、次の方法が挙げられる：（1）相同ヌクレオチド配列を検出するための、ゲノ
ムライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーとプローブとのハイブリダイゼーション、（
2）クローニングした、構造的特徴を共有するＤＮＡ断片を検出するための、発現ライブ
ラリーの抗体スクリーニング、（3）目的核酸にアニーリングすることが可能なプライマ
ーを用いた、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などの種々の増幅手法、および（4）直接
化学合成。
【００４１】
　所望の核酸は、よく知られた増幅技術によってクローニングすることもできる。当業者
がin vitro増幅方法を実施するのに十分なプロトコルの例としては、ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｑβレプリカーゼ増幅および他のＲＮＡポ
リメラーゼ仲介技術が挙げられ、これらは前述のBerger、SambrookやAusubelのみならず
、Mullis et al. (1987)の米国特許第4,683,202号、PCR Protocols A Guide to Methods 
and Applications（ＰＣＲプロトコル、方法と応用への手引き）(Innis et al.編) カリ
フォルニア州、サンディエゴ、Academic Press Inc. (1990) (Innis)、Arnheim and Levi
nson (1990年10月１日) C＆EN 36-47、The Journal Of NIH Research (1991) 3: 81-94、
Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173、Guatelli et al. (1990) P
Roc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874、Lomell et al. (1989) J. Clin. Chem. 35: 1826
、Landegren et al. (1988) Science 241: 1077-1080、Van Brunt (1990) Biotechnology
 8: 291-294、Wu and Wallace (1989) Gene 4: 560およびBarringer et al. (1990) Gene
 89: 117に記載がある。In vitro増幅核酸のクローニングの改良方法がWallace et al.の
米国特許第5,426,039号に記載されている。
【００４２】
　核酸をクローニングする代わりに、適切な核酸を化学合成することもできる。直接化学
合成方法としては、例えば、Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 90-99のホスホ
トリエステル法、Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68: 109-151のホスホジエステル
法、Beaucage et al. (1981) Tetra. Lett., 22: 1859-1862のジエチルホスホラミダイト
法、および米国特許第4,458,066の固体支持体法（solid support method）が挙げられる
。化学合成は一本鎖ポリヌクレオチドを製造する。これは、相補鎖とのハイブリダイゼー
ション、または一本鎖をテンプレートとして用いたＤＮＡポリメラーゼによるポリメライ
ゼーションによって、二本鎖ＤＮＡに変換することができる。ＤＮＡの化学合成は多くの
場合、約１００塩基までの配列に限られるが、短い配列を連結することによってより長い
配列を得ることができる。代わりに、サブ配列をクローニングし、適当な制限酵素を用い
て適当なサブ配列を開裂し、続いて断片を連結して所望のＤＮＡ配列を得ることもできる
。
【００４３】
V. 発現レベルの変動する核酸と発現プロファイルの用途　
　上記で言及しており、更に詳細に後述するように、本願で提供する発現レベルの変動す
る核酸は、種々のスクリーニング方法および診断方法において、マーカーとして使用する
ことができる。例えば、発現レベルの変動する核酸には、ハイブリダイゼーション用のプ
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ローブまたは増幅用プライマーとしての用途がある。場合によっては、このようなプロー
ブとプライマーは、発現レベルの変動する核酸の上述した長さの断片である。このような
断片は、通常、対象から得たサンプル中のＲＮＡまたはＤＮＡに特異的にハイブリダイズ
するのに十分な長さである。核酸の典型的な長さは１０～３０ヌクレオチドであるが、上
述したようにより長いものでもかまわない。プローブは多岐に渡る異なる種類のハイブリ
ダイゼーション実験に使用することでき、例としては、ノーザンブロットやサザンブロッ
ト、およびカスタムアレイの作製（後記参照）が挙げられるが、これらに限定されるもの
ではない。発現レベルの変動する核酸は、発現レベルの変動する核酸の増幅のためのプラ
イマーの設計および定量的ＲＴ－ＰＣＲのためのプライマーとプローブの設計にも使用す
ることができる。プライマーは、所望の程度の安定性を示し、よって増幅において選択性
を示すために、最も多くの場合、発現レベルの変動する核酸の約２０～３０の連続したヌ
クレオチドからなる。しかし、上述したようなより長い配列も使用することができる。
【００４４】
　ハイブリダイゼーション条件はその特定の用途に応じて変化させる。高い選択性が要求
される用途（例えば、特定の配列の増幅）においては、比較的ストリンジェントな条件、
例えば、ＮａＣｌ濃度が０．０２Ｍ～約０．１０Ｍ、温度が約５０℃～約７０℃の条件、
を使用する。このような高ストリンジェンシーの条件は、プローブとテンプレートまたは
発現レベルの変動する核酸の標的鎖との間に仮にミスマッチが存在しても、これをわずか
しか許容しない。このような条件は、例えば、特定の遺伝子の単離または特定のｍＲＮＡ
転写産物の検出に有用である。
【００４５】
　他の用途、例えば、部位特異的突然変異によるアミノ酸置換には低いストリンジェンシ
ーが必要である。このような条件下では、プローブと標的核酸の配列が完全に相補的では
なく、代わりに１種または数種のミスマッチを含んでいてもハイブリダイゼーションは生
じる。ハイブリダイゼーション条件は、塩濃度の上昇と温度の低下によってストリンジェ
ンシーを下げることができる。例えば、中度のストリンジェンシーの条件においては、Ｎ
ａＣｌ濃度は約０．１～０．２５Ｍ、温度は約３７℃～約５５℃である。低度のストリン
ジェンシーの条件においては、塩濃度が約０．１５Ｍ～約０．９Ｍ、温度は約２０℃～約
５５℃の範囲内である。
【００４６】
VI. 代表的なスクリーニング方法、診断方法と分類方法　

Ａ．　　一般的な注意　
　本願で提供する方法のいくつかは、試験細胞集団について測定した１種または数種の発
現レベルの変動する遺伝子の発現レベルと、対照細胞集団における同じ遺伝子の発現レベ
ルとの比較、あるいはあるサンプルの発現プロファイルと別のサンプルについて求めた発
現プロファイルとの比較を包含する。発現レベルの変動する核酸の発現レベルは、核酸レ
ベルまたはタンパク質レベルで測定することができる。「発現レベルの測定」、「遺伝子
発現プロファイルの作製」や他の類似した表現は、発現レベルの変動する核酸について用
いた場合、転写産物量および／または発現レベルの変動する核酸のコードするタンパク質
の量を検出することを意味する。発現レベルを測定する場合には、定性的に測定すること
もできるが、通常は定量的に測定する。
【００４７】
　本願で開示する配列情報を、本願に記載し、当業界で知られる核酸とタンパク質の測定
方法と組み合わせることによって、遺伝子の発現レベルを容易に測定することができる。
転写産物量を測定する場合には、慣例的な方法で測定することができる。例えば、本願で
提供する配列情報（例えば、GenBank登録配列）は、種々のハイブリダイゼーション検出
方法（例えば、ノーザンブロット）を用いた核酸プローブの構築に使用することができる
。代わりに、提供した配列情報をプライマーの作製に使用し、プライマーをサンプル中に
存在する発現レベルの変動する核酸の増幅と検出（例えば、定量的ＲＴ－ＰＣＲ法）に使
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用することができる。代わりに発現をタンパク質レベルで検出する場合には、既に確立さ
れた種々の方法のいずれかを用いて、コードされているタンパク質を検出し、所望により
定量する。一般的な手法の１つは、イムノアッセイ法においてタンパク質産物と特異的に
結合する抗体を使用することである。変動する遺伝子発現の測定方法に関する更なる詳細
については後述する。
【００４８】
　１種または数種の表に列挙した発現レベルの変動する核酸の１つ、一部または全部の発
現レベルを検出することができる。いくつかの方法においては、１種、２種、３種、４種
または５種の発現レベルの変動する核酸の発現レベルだけを測定する。他の方法では、少
なくとも６種、７種、８種、９種または１０種の発現レベルの変動する核酸の発現レベル
を測定する。別の方法では、少なくとも１５種、２０種、２５種、３０種、３５種、４０
種、４５種、５０種、５５種または６０種の発現レベルの変動する核酸の発現レベルを測
定する。更に別の方法では、１種または数種の表に列挙した発現レベルの変動する核酸の
全てについて、その発現レベルを測定する。
【００４９】
　発現レベルの測定は、典型的には試験細胞集団から得た試験サンプルを用いて行う。本
願で使用するように、細胞に対して使用する「集団」という用語は、単一細胞の集団を意
味することもあるが、典型的な場合には複数種の細胞からなる集団（例えば、組織サンプ
ル）を意味する。あるスクリーニング方法を、１種または数種の発現レベルの変動する核
酸を「発現可能な」試験細胞を用いて実施する。このような文脈で使用するように、「発
現可能な」という表現は、目的の遺伝子が本来の形で存在し、細胞内で発現されうること
を意味する。
【００５０】
　本願で提供する多数の方法には、「試験細胞」内の発現レベルの変動する核酸の発現レ
ベルを、「対照細胞」（時には「対照サンプル」、「参照細胞」、「参照値」や単に「対
照」とも称する）の同じ核酸の発現レベルと比較することが含まれる。他の方法は、１種
の発現プロファイルとベースライン発現プロファイルとの比較を包含する。いずれの場合
も、対照細胞の発現レベルまたはベースライン発現プロファイルが、実験値を比較するベ
ースラインを実質的に確立する。発現レベルの比較においては、以下の項目を広義に解釈
するものとする：　1）「細胞」という用語、2）試験細胞と対照細胞の発現レベルを測定
した時期、および3）発現レベルの測定値。
【００５１】
　従って、例えば、「試験細胞」と「対照細胞」という用語を便宜上使用するが、「細胞
」という用語の意味は広範におよぶものと解釈する。例えば、細胞は、複数種の細胞から
なる集団（例えば、組織サンプル）でもよいが、単一メンバーからなる細胞の集団でもよ
い。ある場合には細胞は、細胞から誘導したサンプル（例えば、細胞融解物、ホモジェネ
ートまたは細胞画分）である。一般的にサンプルは、種々の原料、特に肺癌あるいは肺癌
を患う個体または肺癌の危険性のある個体の体液から得ることができる。
【００５２】
　時期については、発現レベルの比較は同時に行う（例えば、試験細胞と対照細胞のそれ
ぞれを平行反応系において試験試薬と接触させる）ことができる。代わりに、時間的に別
個の時期に測定した発現レベルを用いて比較することもできる。一例としては、試験細胞
の発現レベルを集める前に対照細胞の発現レベルを集め、将来使用するために保存してお
く（例えば、発現レベルをコンピューター互換性の保存媒体に保存する）。
【００５３】
　対照細胞の発現レベルまたはベースライン発現プロファイル（例えば、ベースライン値
）は、１つの細胞に関する値でも、複数の細胞について求めた相加平均（average）、平
均値（mean）や他の統計値でもよい。一例として、対照細胞の発現レベルは、対象者の集
団における発現レベルの相加平均である。別の場合には、各対照細胞の発現レベルは、特
定の集団について観察される範囲を代表する値の範囲である。発現レベルの値は定性的ま
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たは定量的でもよい。発現レベルの値は、所望により、解析に用いるマーカーの１つでは
ない核酸の発現レベルに対して正規化してもよい。
【００５４】
　いくつかの方法に必要な比較解析には、発現レベルの値が「同等」（または「類似」）
であるか否か、あるいは互いに「異なる」か否かの決定が含まれる。一例においては、試
験細胞と対照細胞における特定のマーカーの発現レベルの差が、実験誤差レベル以下の場
合に類似しているとみなす。しかし、多くの場合、対照細胞に対する試験細胞の発現レベ
ルの差が５％、１０％、２０％、５０％、１００％、１５０％または２００％未満の時に
は、発現レベルは類似するとみなす。従って、一例においては、試験細胞内の特定のマー
カーの発現レベルが、対照細胞内の同じマーカーの発現レベルと異なるとみなすのは、こ
の差が実験誤差レベルを超える時、あるいは５％、１０％、２０％、５０％、１００％、
１５０％または２００％を超えた時である。いくつかの方法における比較には、試験細胞
と対照細胞の間のマーカー発現レベルにおける「統計的有意差」の有無の決定が含まれる
。一般的に差が「統計的に有意」であるとみなされるのは、観察された差が偶然生じる確
立（ｐ値）が予め決めておいた値よりも少ない場合である。本願で使用するように、「統
計的有意差」とは、ｐ値が０．０５未満、好ましくは０．０１未満、更に好ましくは０．
００１未満の時である。遺伝子発現が十分に増加し、対照細胞またはベースラインと比べ
て（上で定義したように）異なる場合、この遺伝子の発現は「上方制御された」または「
増加した」とみなす。また、遺伝子発現が十分に減少し、対照細胞またはベースラインと
比べて異なる場合、この遺伝子の発現は「下方制御された」または「減少した」とみなす
。
【００５５】
　試験細胞と対照細胞の間の発現レベルの比較には、単一マーカーの発現レベルの比較ま
たは複数マーカーの発現レベルの比較（例えば、発現プロファイルを比較する場合）のい
ずれかが含まれる。単一マーカーの発現レベルを測定する場合、試験細胞と対照細胞の発
現レベルが類似しているか異なるかの決定には、単一マーカーの発現レベルの比較が含ま
れる。しかし、複数マーカーの発現レベルを比較する場合、比較解析には次の２種の解析
が含まれる：　1）試験する各マーカーについて、試験細胞と対照細胞の発現レベルが類
似しているかどうかを測定し、そして　2）試験した一群のマーカーの内、発現レベルが
類似するか異なるものの数を測定する。第一の測定は、上述したように行う。第二の測定
は、典型的には、試験したマーカーの少なくとも５０％が発現レベルの類似性を示すかど
うかを決定する。しかし、よりストリンジェントな相関関係が求められる場合には、試験
した一群のマーカーの内の少なくとも６０％、７０％、８０％、９０％、９５％または１
００％が類似した発現レベルを示す場合にだけ、試験細胞と対照細胞の発現レベルが類似
しているとはみなす。
【００５６】
Ｂ．　　スクリーニング方法　
1. 模範的なアプローチ　
　遺伝子発現の変化をモニタリングすることは、薬物のスクリーニングおよび開発の際に
有益である。多く場合、薬物が主要な標的と相互作用する能力についてプレスクリーニン
グを行うが、この時、薬物が細胞に与える他の作用については考慮しない。屡々、このよ
うな他の作用が動物全体にとって毒性となり、薬物候補の開発と使用の妨げとなることが
ある。遺伝子発現の包括的な変化は、診断、予測および予防において有用なマーカーのみ
ならず、疾病状態、疾病進行および薬物代謝のモニタリングに使用可能なマーカーとして
も有用である。従って、これら遺伝子の発現プロファイルは、薬物の毒性、薬物の効果お
よび疾病のモニタリングのための分子ツールを提供する。
【００５７】
　ベースラインプロファイル（例えば、表５のデータ）からの発現プロファイルの変化は
、このような効果の指標として使用することができる。当業者は、目的の細胞またはサン
プルの発現プロファイルにおける変化を観測するために、種々の公知技術を用いて、本願
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で同定した１種または数種の遺伝子および／または遺伝子断片の発現を評価することがで
きる。発現データのみならず、入手可能な配列や他の情報の比較は、研究者または診断者
によって、またはコンピューターとデータベースの補助によって行うことができる。
【００５８】
　いくつかのスクリーニング方法においては、標的遺伝子または標的遺伝子の発現の制御
に関与する他の遺伝子（例えば、標的遺伝子の制御領域または転写因子と相互作用する）
の発現に影響を与える化合物と分子のスクリーニングを行う。本発明のタンパク質の活性
に（例えば、標的遺伝子活性の阻害によって）影響を与える化合物や、標的遺伝子の制御
に関与する分子の活性に影響を与える化合物を同定するためにも、化合物のスクリーニン
グを行う。
【００５９】
　よって、例えば、いくつかの方法においては、薬物候補化合物のスクリーニングを行う
ことによって、この化合物の使用が本願で同定した１種または数種の標的遺伝子の発現を
変化させるかどうかを判定する。この方法は、例えば、ある化合物が、アスベスト関連肺
癌または他のアスベスト仲介疾患の処置に有効であるかどうかを判定するために有用であ
る。アスベスト被曝を受けた細胞の遺伝子発現が薬物候補化合物の影響を受ける場合には
、この化合物はアスベスト関連肺癌または他のアスベスト仲介疾患の処置の１つとなりう
る。同様に、アスベスト被曝を受けた細胞において通常は下方制御されている遺伝子の発
現を促す薬物候補化合物は、上述した疾患の処置の１つとなりうる。
【００６０】
　本発明によると、表５に列挙した標的遺伝子も、候補薬物または試薬がアスベスト被曝
を受けた細胞に与える影響を評価するためのマーカーとして使用することができる。候補
薬物または試薬は、与えられた１種または数種のマーカー（薬物標的）の転写または発現
を促進する能力、あるいは１種または数種のマーカーの転写または発現を下方制御または
阻害する能力についてスクリーニングする。本発明によると、薬物の影響を受けるマーカ
ーの数を確認し、他の薬物の影響を受けるマーカーの数と比較することで、薬物効果の特
異性を比較することができる。より特異的な薬物は、より少ない転写標的に影響を与える
。２種の薬物について同定されたマーカーのセットが類似しているということは、それら
の効果が類似していることを示している。
【００６１】
　表５の１種または数種の遺伝子のコードするタンパク質の発現レベル、濃度または少な
くとも１種の活性を制御する試薬を同定するために、いくつかの方法が設計されている。
このような方法またはアッセイは、所望の活性のモニタリングまたは検出のためのいかな
る手段を使用してもかまわない。
【００６２】
　アッセイとスクリーニングは、標的遺伝子の発現または活性に対して効果的な活性化剤
または阻害剤となる化合物の同定に使用することができる。このようなアッセイとスクリ
ーニングは、ライブラリーからの分子の物理的な選択、および分子ライブラリー中の化合
物のデジタルモデルと標的遺伝子産物（即ち、タンパク質）の活性部位のデジタルモデル
とのコンピューターによる比較によって行うことができる。
【００６３】
　アッセイとスクリーニングで同定した活性化剤または阻害剤は、標的遺伝子産物との結
合や、標的遺伝子産物、標的遺伝子産物とその基質との相互作用に干渉する化合物、標的
遺伝子の活性を調節する化合物、または標的遺伝子または標的遺伝子産物の発現を調節す
る化合物に結合する細胞内タンパク質との結合によって作用するが、これらに限定される
ものではない。
【００６４】
　アッセイは、標的遺伝子調節配列（例えば、プロモーター配列）に結合し、遺伝子発現
を調節する分子の同定にも使用することができる。例えば、Platt (1994), J. Biol. Che
m., 269:28558-28562を参照。
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【００６５】
2. 変動する遺伝子発現を検出するための方法　
　表５で定義したマーカーの発現をモニターするためのアッセイには、標的遺伝子の発現
レベルの変化をモニターするための入手可能ないかなる手段も使用することができる。本
願で使用するように、アスベスト被曝を受けた細胞における標的遺伝子の発現を上方また
は下方に制御することが可能な試薬が、標的遺伝子の発現を調節するものである。本願で
同定した遺伝子のコードするタンパク質産物をアッセイすることによって、発現量を測定
することもできる。特定のタンパク質産物、ｍＲＮＡ産物またはＤＮＡ産物を特異的且つ
定量的に計測するいかなる方法も使用することができる。しかし、本発明における典型的
な方法とアッセイは、多数の遺伝子の発現を検出することを目的とした場合、ＰＣＲ、ア
レイまたはチップハイブリダイゼーションに基づく方法を使用する。
【００６６】
　アスベスト被曝を受けた細胞において発現レベルが異なると同定された遺伝子は、与え
られたサンプル中の１種または複数の遺伝子の発現レベルを検出または定量するための種
々の核酸検出アッセイに使用することができる。例えば、古典的なノーザンブロッティン
グ、ドットブロット法、ヌクレアーゼ保護法、ＲＴ－ＰＣＲ、ディファレンシャルディス
プレイ法、サブトラクティブハイブリダイゼーションおよびin situハイブリダイゼーシ
ョンを、遺伝子発現レベルの検出に使用することができる。ｍＲＮＡ発現のレベルは、本
発明の核酸とプローブのハイブリダイゼーションによって直接モニターすることができる
。遺伝子の上方制御または下方制御がタンパク質レベルに影響を及ぼす場合には、例えば
、ウェスタンブロッティング、ＥＬＩＳＡ法、および免疫組織化学といった使用可能ない
ずれかの方法で、タンパク質を計測することもできる。例えば、Sambrook et al, Molecu
lar Cloning - A Laboratory Manual（分子クローニング－実験マニュアル）、ニューヨ
ーク州、コールドスプリングハーバー、Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)を
参照。　
【００６７】
　当業者は、本発明の実施に適したアレイデザインが無数に存在することを認識するであ
ろう。典型的な高密度アレイには、目的配列に特異的にハイブリダイズする複数のプロー
ブが含まれる。与えられた遺伝子に対するプローブを作製するための方法については、WO
 99/32660を参照。更に、好ましい態様においては、アレイには１種または数種の対照プ
ローブが含まれる。
【００６８】
Ｃ．　　診断方法　
　肺癌を患う対象がアスベスト関連肺癌であるか否かを調べるための方法も提供する。こ
のような方法には、通常、肺癌を有するか、その疑いのある対象および／またはアスベス
ト被曝を受けたか、その疑いのある対象からサンプルを得る工程が含まれる。
【００６９】
　本発明の診断方法は、アスベスト被曝に関連した肺癌を効果的に同定する。好ましい方
法は、肺癌を患う個体から採取した肺癌細胞サンプルを提供し、そして肺癌細胞の以下の
染色体領域（表３と表６を参照）：
　　a)　19p13.3-p12、
　　b)　9q32-34.3、
　　c)　2p21-p16.3、
　　d)　16p13.3、
　　e)　22q12.3-q13.1 および
　　f)　5q35.3
の少なくとも１種に存在する、アスベスト関連癌に特徴的なアレル不均衡（ＡＩ）を検出
することを包含する。
【００７０】
　アスベスト関連ＡＩは上記領域を超えてもよい。実施例で示すように、上記領域の少な
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くとも１種に見られる特徴的なアレル不均衡（ＡＩ）は、肺癌細胞の悪性度がアスベスト
被曝に関連することの指標となる。上記領域の２つ、３つ、４つまたは全てにＡＩが存在
することは、癌の発生におけるアスベスト仲介因子の重要性を確証する。
【００７１】
　アレル不均衡を染色体領域19p13.3-p12で測定し、続いて染色体領域9q32-34.2と2p21-p
16.3で測定することが好ましい。
【００７２】
　肺癌症例において、上記３つの領域の全てにＡＩが発生していた場合、この症例がアス
ベスト関連癌である尤度は９０％である。ＡＩが上記領域のいずれにも発生していない場
合は、肺癌症例がアスベストによるものではない尤度は９８％である。
【００７３】
　表７に示したように、染色体領域19p13.3-p12内のＡＩの存在は、以下のマイクロサテ
ライトマーカー：19S814、19S883、19S878、19S424、19S894、19S216、19S177、19S1034
、19S873、19S884、19S916、19S583、19S535、19S906、19S221、19S840、19S917、19S895
および19S568を使用して評価することができる。また、この領域の他の多型マーカーも使
用することができる。19p13.3-p12内のＡＩは、単独で肺癌がアスベスト関連である尤度
が６５％であることを示すマーカーとして使用することができる（表７）。
【００７４】
　アレル不均衡（ＡＩ）は、不均衡の性質、即ち、アスベスト関連肺癌または非アスベス
ト関連肺癌における消失と増加、に応じて、複数の手法で測定することができる。測定の
好ましい方法としては、例えば、アレイ技術、ヘテロ接合性の消失（ＬＯＨ）の解析、蛍
光in situハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）技術、および定量的ＰＣＲなどが挙げら
れる。ＡＩは、例えば、腫瘍と正常細胞の間に見られるある染色体領域のわずか１コピー
の差に過ぎないこともあるので、癌細胞のＡＩを検出する際には、サンプルへの正常細胞
の混入を防止するために、癌細胞のレーザー顕微解剖が必要な場合もある。染色体材料の
ＡＩ、欠失または増幅を癌細胞含有組織切片からＦＩＳＨ技術を用いて測定する場合には
、レーザー顕微解剖は必要ない。特異的なアレイ、例えば、アスベスト関連肺癌とアスベ
ストを原因因子としない肺癌を区別する染色体領域に対して、オリゴアレイまたはＳＮＰ
アレイを設計することもできる。
【００７５】
　更に、ＡＩのみならず、個別の遺伝子または複数の遺伝子の発現レベルを、肺癌症例の
原因因子としてアスベストを検出するために使用することができる。試験細胞の集団は、
対象の肺癌細胞が含まれるように選択する。次に、遺伝子の発現レベルを、好ましくは対
照サンプルの同じ遺伝子の発現レベルと比較する。肺癌の存在または不存在に係る対照サ
ンプルの状態はわかっていることが好ましい（例えば、対照サンプルは、肺癌を患ってい
ないが、アスベストに被曝した個体や、好ましくは、肺癌を患っているが、アスベストに
被曝していない個体から得たものである）。例えば、対照細胞が肺癌を患っているがアス
ベストに被曝していない個体から得たものである場合、試験サンプルと対照サンプルの間
に見られる発現レベルまたは発現プロファイルの類似性は、対象はアスベスト関連疾患を
有さないことの指標となる。一方、発現レベルまたはプロファイルの差は、試験サンプル
を誘導した対象がアスベスト関連疾患を有することの指標となる。
【００７６】
　アスベスト関連肺癌に特徴的なＡＩまたは遺伝子発現の検出は、肺癌の臨床病態を示さ
ないが、肺癌に罹患する危険性のあるアスベスト被曝個体における、肺癌の早期診断、予
測または予防に使用することができる。特徴的なＡＩまたは遺伝子発現のＲＮＡレベルま
たはタンパク質レベルの試験は、上記の対象から得た体液（例えば、喀痰サンプル、気管
支洗浄液サンプル、気管支肺胞洗浄サンプル、全血サンプル、血漿サンプルまたは血清サ
ンプル）中の異常細胞から誘導した遊離核酸またはタンパク質に適応することもできる。
【００７７】
VII. 発現レベルの変動する核酸を検出するための手段　
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Ａ．　　カスタム化プローブアレイ　
1. 発現レベルの変動する遺伝子用のプローブ　
　本願の提供する発現レベルの変動する遺伝子は、スクリーニングおよび診断用途に使用
するためのカスタムプローブアレイの作製に用いることができる。一般的にこのようなア
レイには、発現レベルの変動する核酸に関する前項に記載したプローブが含まれ、よって
発現レベルの変動する核酸の全長に相補的なプローブ（例えば、ｃＤＮＡアレイ）や、典
型的には長さが１０～３０ヌクレオチドのより短いプローブ（例えば、合成アレイ）が含
まれる。典型的なアレイとしては、本発明の複数の発現レベルの変動する遺伝子を検出可
能なプローブが挙げられる。例えば、このようなアレイには、一般的に、少なくとも２種
、３種、４種、５種、６種、７種、８種、９種または１０種の発現レベルの変動する核酸
を検出するためのプローブが含まれる。より完全な分析のためには、アレイには、少なく
とも１２種、１４種、１６種、１８種または２０種の発現レベルの変動する核酸を検出す
るためのプローブが含まれる。更に別の場合には、アレイには、少なくとも２５種、３０
種、３５種、４０種、４５種または本願で同定した全ての発現レベルの変動する核酸を検
出するためのプローブが含まれる。
【００７８】
2. 対照プローブ　
（a）　　正規化用の対照
　典型的な正規化用の対照プローブは、核酸サンプルに添加した１種または数種の標識し
た参照ポリヌクレオチドに完全に相補的である。ハイブリダイゼーション後に正規化用の
対照から得られるシグナルは、完全なハイブリダイゼーション後のシグナルをアレイ間で
変動させうる因子となる、ハイブリダイゼーション条件、標識強度、読み取りおよび解析
効率、およびその他の因子の変動に対して、対照を提供する。アレイ中の他の全てのプロ
ーブから読み取ったシグナル（例えば、蛍光強度）を、対照プローブのシグナル（例えば
、蛍光強度）で除することによって、測定値を正規化する。
【００７９】
　ほとんど全てのプローブを正規化用の対照として使用することができる。しかし、ハイ
ブリダイゼーション効率は塩基組成とプローブの長さによって変化する。正規化プローブ
は、アレイ内に存在する他のプローブの平均長さを反映するように選択することができる
が、ある範囲の長さをカバーするように選択することもできる。正規化用の対照は、アレ
イ内の他のプローブの（平均）塩基組成を反映するように選択することもできる。正規化
プローブはアレイ内の一部分に局在化してもかまわないし、ハイブリダイゼーション効率
の空間変動を制御するために、アレイ内の複数の場所に点在してもかまわない。
【００８０】
（b）　　ミスマッチを有する対照
　ミスマッチを有する対照プローブ（ミスマッチ対照プローブ）も提供する。このような
プローブは、発現レベルの対照又は正規化用の対照として機能する。ミスマッチ対照プロ
ーブは、典型的には、公知のｍＲＮＡ種にマッチするプローブを含むカスタム化アレイで
使用する。例えば、あるアレイは、マッチプローブのそれぞれに対応するミスマッチプロ
ーブを含有する。ミスマッチプローブは、少なくとも１箇所のミスマッチ以外は、対応す
るマッチプローブと同じである。ミスマッチした塩基とは、標的配列の対応する塩基と相
補的ではなくなるように選択した塩基であって、それが存在しなければプローブが特異的
にハイブリダイズすることのできるものである。適切なハイブリダイゼーション条件（例
えば、ストリンジェントな条件）では、試験プローブまたは対照プローブはその標的配列
とハイブリダイズすることが期待されるが、ミスマッチしたプローブはハイブリダイズす
ることができなくなる（または顕著に低下した程度でハイブリダイズする）ように、１種
または数種のミスマッチを選択する。ミスマッチプローブは中央部分にミスマッチを含有
してもよい。よって、例えば、プローブが２０量体である場合、それに対応するミスマッ
チプローブは、６位～１４位のどこかに一塩基のミスマッチを有する（例えば、ＡをＧ、
ＣまたはＴで置換する）が、それ以外の部分は同じ配列を有してもよい（中央ミスマッチ
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）。
【００８１】
（c）　　サンプル調製用、増幅用および定量用の対照
　アレイには、サンプル調製用／増幅用の対照プローブが含まれていてもよい。このよう
なプローブは、選択した対照遺伝子のサブ配列に相補的であってもよく、その理由は、ア
ッセイに付す特定の生物学的サンプル中の核酸には通常は存在しないためである。例えば
、問題となるサンプルが原核生物由来の生物学的サンプルである場合、適切なサンプル調
製用／増幅用対照プローブとして細菌の遺伝子（例えば、Bio B）に対するプローブが挙
げられる。
【００８２】
　ＲＮＡサンプルには、そのプロセッシングの前に、サンプル調製用／増幅用対照プロー
ブに相補的な核酸を公知の量で使用しスパイクを付すことができる。サンプル調製用／増
幅用対照プローブのハイブリダイゼーションの定量化は、プロセッシング工程によって生
じる核酸量の変化を計測するための指標を提供する。定量用の対照も同様である。典型的
には、このような対照には、ハイブリダイゼーション前に公知の量のサンプル核酸と対照
核酸を混合したものが含まれる。これらは定量用の参照を提供し、ハイブリダイゼーショ
ン量（濃度）の定量化のための標準曲線を決定する際に有用である。
【００８３】
3. アレイの合成　
　本発明で使用する核酸アレイは、２つの一般的な方法で調製することができる。１つの
手法は、ゲノムライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーから得たＤＮＡをある種の固体
支持体、例えばガラス、に結合することを含む。（例えば、Meier-Ewart, et al., Natur
e 361:375-376 (1993)、Nguyen, C. et al., Genomics 29:207-216 (1995)、Zhao, N. et
 al., Gene, 158:207-213 (1995)、Takahashi, N., et al., Gene 164:219-227 (1995)、
Schena, et al., Science 270:467-470 (1995)、Southern et al., Nature Genetics Sup
plement 21:5-9 (1999)およびCheung, et al., Nature Genetics Supplement 21:15-19 (
1999)を参照。各文献の全文が、全ての目的のために本願に組み込まれたものとする。）
【００８４】
　第２の一般的な手法には、核酸プローブの合成が含まれる。１つの方法は、標準的な自
動化技術に従ったプローブの合成と、合成後のプローブの支持体への結合が含まれる。例
えば、Beaucage, Tetrahedron Lett., 22:1859-1862 (1981)およびNeedham-VanDevanter,
 et al., Nucleic Acids Res., 12:6159-6168 (1984)を参照。各文献の全文がこの記載を
もって本願に組み込まれたものとする。２つ目の広い分類は、一般的に「空間誘導型（sp
atially directed）」ポリヌクレオチド合成手法と呼ばれる方法である。この分類の例示
となる方法としては、光誘導性ポリヌクレオチド合成、マイクロリソグラフィー、インク
ジェットの応用、特定の位置へのマイクロチャネル融着および物理的バリアによる隔離（
sequestration）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【００８５】
　核酸プローブを調製するための光誘導性コンビナトリアル手法が、米国特許第5,143,85
4号、5,424,186号および 5,744,305号、国際特許公開公報WO 90/15070と92/10092、EP 47
6,014、Fodor et al., Science 251:767-777 (1991)、Fodor, et al., Nature 364:555-5
56 (1993)およびLipshutz, et al., Nature Genetics Supplement 21:20-24 (1999)に開
示されており、各文献の全文がこの記載をもって本願に組み込まれたものとする。いずれ
の方法も、高密度の小型アレイとしてポリヌクレオチドプローブの合成を誘導するために
光を使用する。合成サイクル数を低減するためのマスクの設計のためのアルゴリズムがHu
bbel et al.のU.S. 5,571,639とU.S. 5,593,839およびFodor et al., Science 251:767-7
77 (1991)に記載されており、各文献の全文がこの記載をもって本願に組み込まれたもの
とする。
【００８６】
　本発明で使用するためのアレイの調製に用いることができる他のコンビナトリアルな方
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法としては、インクジェットプリンターを用いて試薬を支持体にスポットする方法が挙げ
られる。Pease et al., EP 728, 520およびBlanchard, et al. Biosensors and Bioelect
ronics II: 687-690 (1996)を参照。各文献の全文がこの記載をもって本願に組み込まれ
たものとする。アレイは、支持体のセルにモノマーを送達するために、機械的に制限され
たフローパスまたはマイクロチャネルを使用するコンビナトリアルケミストリーを使って
合成することも可能である。Winkler et al., EP 624,059、WO 93/09668、および米国特
許第5,885,837号を参照。各文献の全文がこの記載をもって本願に組み込まれたものとす
る。
【００８７】
4. アレイの支持体　
　支持体は、複数のプローブを結合することが可能であり、ストリンジェントな洗浄溶液
を許容する種々の材料で作製することができる。適切な材料の一例としては、例えば、ガ
ラス、シリカ、プラスチック、ナイロンやニトロセルロースが挙げられる。支持体は通常
は、平坦な表面を有する剛体である。典型的な支持体は、１～１０，０００，０００個の
個別の空間定義可能な領域、またはセルを有する。１０～１，０００，０００個、１００
～１００，０００個または１０００～１００，０００個の領域を有する支持体が一般的で
ある。典型的なセル密度は、１センチ四方に存在する領域数が少なくとも１０００、１０
，０００、１００，０００または１，０００，０００である。各セルに少なくとも１種の
プローブが含まれる。より頻繁に見られるものにおいては、種々のセルに複数のプローブ
が含まれる。一般的に各セルは、少なくとも合成法で得られる純度を達成した１種類のプ
ローブを含有するが、別の場合には、一部または全てのセルが異なる種類のプローブを含
有する。アレイデザインの詳細についてはWO 95/11995、EP 717,113およびWO 97/29212に
説明があり、各文献の全文がこの記載をもって本願に組み込まれたものとする。
【００８８】
VIII. キット　
　本発明のスクリーニング方法や診断方法を実施するために必要な成分を含んだキットも
提供する。典型的なキットには、本願で提供する種々の発現レベルの変動する核酸に対し
てストリンジェントな条件下でハイブリダイズする複数のプローブが含まれる。他のキッ
トには、複数の異なるプライマーペアが含まれ、各ペアは、発現レベルの変動する異なる
核酸の増幅を効果的に開始するように選択したものである。キットに定量的ＲＴ－ＰＣＲ
に用いるプローブが含まれる場合には、プローブは必要な供与型および受容型の染料で標
識されているか、あるいはこのような染料は、標識プローブ調製用の別個の成分としてキ
ットに含まれていてもよい。
【００８９】
　キットは更に種々のポリメラーゼ（例えば、ＲＴやＴａｑ）などの増幅反応を実施する
ための酵素のみならず、デオキシヌクレオチドとバッファーを含んでいてもよい。本発明
の１種または数種の発現レベルの変動する核酸を発現可能な細胞も特定のキットに収める
ことができる。典型的には、キットの個別の成分は、別々の容器に保存されている。分析
を行うために成分を使用する方法を記載した説明書も通常は含まれる。
【００９０】
　以下の実施例は、本願の提供する方法や手段の特定の態様を説明するためのものである
が、これら実施例は、請求した発明を限定するものではないことを理解されたい。
【００９１】
実施例
【実施例１】
【００９２】
材料と方法　
　患者：　我々は、高度アスベスト被曝個体から得た１４例の悪性肺腫瘍と、被曝個体と
年齢、性別、国籍および喫煙歴の一致する非被曝個体から得た１４例の腫瘍について、コ
ピー数のプロファイルを解析した（表１）。アスベスト被曝量は、個人面談で得た職歴か
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ら推定した。更にアスベスト繊維数は、肺組織の電子顕微鏡解析で計測した（Karjalaine
n 1993）。被曝群は、職歴によって被曝が確定または予想され、肺のアスベスト繊維数が
５００万線維／乾燥重量（ｇ）を超える個人からなる集団であった。アスベスト繊維濃度
が２００万～５００万であると、アスベスト被曝による肺癌の危険度がざっと２倍になる
と考えられる（Karjalainen 1994, コンセンサスレポート）。 
【００９３】
　我々は、１１例（被曝５例／非被曝６例）の腺癌（ＡＣ）、８例（被曝４例／非被曝４
例）の扁平上皮癌（ＳＣＣ）、５例（被曝３例／非被曝２例）の肺大細胞癌（ＬＣＬＣ）
、およびそれぞれ２例（被曝１例／非被曝１例）の腺扁平上皮癌（ＡＣ／ＳＣＣ）と肺小
細胞癌（ＳＣＬＣ）について解析した。
【００９４】
　組織サンプル：　組織サンプルは、腫瘍性肺障害の外科的手術の際に入手した。ＤＮＡ
単離のためと、腫瘍細胞含量（５０％超であることが要件）の確認に使用する標準的なヘ
マトキシリンおよびエオシン染色のために、凍結腫瘍サンプルから４μｍの切片を切り出
した。腫瘍サンプルおよび参照用サンプル（二人の男性ドナーの抹消血）からQIAamp DNA
 Miniキット（カリフォルニア州、バレンシア、QIAGENR）を用いてＤＮＡを単離した。
【００９５】
　古典的ＣＧＨ:　古典的ＣＧＨを、Bjorkqvist et al. (1998)に従って、全２８個の腫
瘍サンプルについて行った。簡単に説明すると、消化して標識した参照ＤＮＡ（TexasRed
-5-dUTPと-dCTP）および消化して標識した腫瘍ＤＮＡ（FITC-5-dUTPと-dCTP）の１μｇを
、ハイブリダイゼーション（マサチューセッツ州、ボストン、NENTM Life Science Produ
cts Inc.）に使用した。スライドを３７℃で一晩ハイブリダイズし、標準的なプロトコル
に従って洗浄した。MetaSystems（ドイツ国、アルトルスハイム、MetaSystems GmbH）Ｃ
ＧＨプログラム、Isis（バージョン３）を解析に使用した。Bjorkqvist et al (1998)に
記載されているように、標準カットオフ閾値は、欠失が０．８５未満、増幅が１．１７超
、高度の増幅が１．５超とした。
【００９６】
　アレイＣＧＨ：　アレイＣＧＨ解析は、２０例の個体サンプル（被曝１１例と非被曝９
例、表１）について行った。市販のｃＤＮＡマイクロアレイ（ヒト１．０、カリフォルニ
ア州、パロアルト、Agilent Technologies）を１２，８１４個の個別のクローン（その内
の９７％は命名済みのヒト遺伝子上に位置する）と共に、Wikman et al. (2005)の記載に
従って使用した。簡単に説明すると、参照ＤＮＡと腫瘍ＤＮＡを消化し（25UのAlu1/25U
のRsa1）、ランダムプライミング法（RadPrime DNA Labelling System；メリーランド州
、ゲイタースバーグ、Gibco BRL）で標識し（Cy3 dUTP-腫瘍ＤＮＡ、Cy5 dUTP-参照ＤＮ
Ａ、米国、ニュージャージー州、ピスカタウェイ、Amersham Pharmacia Biotec）、得ら
れたもの５μｇを用いてハイブリダイゼーションを行った。６５℃で一晩のハイブリダイ
ゼーションの後、スライドを洗浄し、遠心器で乾燥し、Agilent社製のＤＮＡマイクロア
レイスキャナー（G2565AA）でスキャンした。
【００９７】
　データ処理：　特徴抽出ソフトウエア（Feature Extraction Software）（Agilent Tec
hnologies）を使用し、アレイから生のシグナル強度を得た。特徴抽出ソフトウエアが信
頼性なしと判断した測定値はその後の解析から除いた。更に、我々独自の画像解析法で欠
陥ありと認定した測定値も除いた。欠陥測定スポットの検出に用いた我々の画像解析は、
報告済みの方法（Ruosaari and Hollmen 2002）に従って実施したが、但し、スポットの
前面および背面の面積は、期待値最大化（ＥＭ）アルゴリズムを使用し、２つのガウス分
布を各スポット近隣ピクセルに当てはめることで求めた。本研究においては、後の解析に
含めるスポットの品質評価基準は以下の通りである：１）スポットの大きさが１５ピクセ
ルを超える、２）前面ピクセルの中央値と背面ピクセルの中央値の強度差が少なくとも５
０である、そして３）局所背面の中央値が１７０未満である。専門家が判定した訓練用の
正しいスポットと欠陥スポットについて、初めにそれぞれの分布を求めることでこれらの
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品質評価閾値を得た。パラメーターは、訓練用スポットの分類における誤り（欠陥スポッ
トが欠陥として分類され、欠陥スポットが正しいと分類されること）の確率が最小になる
ように選択した。篩い分けの後には、アレイ内の７７３０～９０７１種の遺伝子について
、遺伝子座に関する情報を提供する正しいシグナルが得られた。等分散と平均Ｌｏｇ２シ
グナル比を有するように、全てのアレイを正規化した。
【００９８】
　バイオインフォマティックス解析：　被曝に関連する異常を同定するために、被曝患者
と非被曝患者の腫瘍の遺伝子コピー数を比較することで、個別の患者のアレイＣＧＨデー
タを群レベルで解析した。被曝に関連する面積の同定は、０．５～１Ｍｂｐの部分的に重
なる染色体節を用いて行った。初めに、遺伝子の染色体位置に応じてデータを並べ替えた
。次に、各染色体節内の遺伝子を検出し、正しく分類されたアスベスト被曝患者と非被曝
患者の数を計算した。
【００９９】
　被曝関連異常領域は、仮説検定によって同定した。両側検定においては、帰無仮説を「
染色体節を分類する能力に偏差はない」とし、対立仮説を「染色体節を分類する能力に偏
差はある」とした。各染色体節内の遺伝子によって正しく分類された患者の数を検定統計
量とした。被曝と関連する思われる領域は、並べ替え分布の２．５と９７．５を経験的パ
ーセント値として使用した、１０，０００の組み合わせを用いた並べ替え検定で見出した
。含有する遺伝子の数が５以下の領域はふるい落とした。
【０１００】
結果と考察　
　古典的ＣＧＨ：　異常の典型的パターンを、組織型の異なる肺癌に対する古典的ＣＧＨ
で見出したところ、ＳＣＬＣが被曝と関係なく最も多くの異常を有していた（表２）（オ
ンラインＣＧＨデータベースは、http://www.helsinki.fi/cmg/cgh_data.htmlより入手可
能）。古典的ＣＧＨでは、我々は全般的に消失よりも多くの増加を検出したが、これは顕
微解剖した材料を使用しなかったためと考えられる。全ての患者において最も高頻度に見
られる変化は、次の領域内の増加：　1q23-q24（４６％）、1q41（６４％）、2p23（３９
％）、3q22-q23（３９％）、5p14-p15.1（３９％）、7p14（２５％）、8q24.1（５３％）
および20q13.1-q13.2（６８％）と、次の領域内の消失：　9p23-p24（１４％）および5q
（７％）である。 
【０１０１】
　種々の組織型を比較すると、ＳＣＣ以外の全ての型が被曝群において若干多くの異常を
有していた（ＳＣＣ以外の全ての組織型における異常の平均値は、被曝群で６．７、非被
曝群で３．２であった）。ＳＣＣ腫瘍においては、被曝患者サンプルよりも非被曝患者サ
ンプルにより多くの異常が存在したが、これはサンプル数が２であり、被曝患者サンプル
の異常が１３、非被曝患者サンプルの異常が２３であったためである。古典的ＣＧＨにお
いて、アスベスト被曝群と非被曝群との間で有意差が見られる単一の増幅は、2p23上の最
小共通増幅単位である。この増幅は、被曝患者サンプルの５７％（８／１４例）と非被曝
患者サンプルの１４％（２／１４例）に見られた（ｐ＝０．０２５）。被曝群８例の内７
例においては、2p22上にも増幅があり、４例では2p21上にも増幅があった。
【０１０２】
　アレイＣＧＨ：　古典的ＣＧＨでは、2p内の増幅以外には２群の間に明確な変化を見つ
けることができなかったので、染色体節のシグナルｌｏｇ比を比較することで、我々のア
レイＣＧＨ結果を群レベルで解析した。この種の解析には、各患者の異常の種類に関する
予備知識は必要ない。特に特定因子に関連した変化の検出を目的としたこの種の比較研究
においては、我々の選択した統計的手法は相乗的な理由から有益である。単一アレイデー
タから個別に異常を同定することも可能であるが、アレイのバックグラウンドノイズゆえ
に小さな変化は検出されないこともある。更に、複数のコピー数データを同時に比較する
と、一群の患者に共通する小さな変化と有意に低いコピー数の変化が検出されることがあ
る。
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【０１０３】
　このようなアレイＣＧＨの複合統計解析を使用することで、２群間でコピー数が有意に
異なる１８個の領域（1p36.12-p36.11、1q21.2、2p21-p16.3、3p21.31、4q31.21、5q35.2
-q35.3、9q32、9q33.3-34.11、9q34.13-q34.3、11p15.5、11q12.3-q13.1、11q13.2、14q1
1.2、16p13.3、17p13.3-p13.1、19p13.3-p13.11、22q12.3-q13.1およびXq28）を見出した
（表３）。古典的ＣＧＨデータから期待されたように、いずれの領域にも高コピー数の変
化は存在しておらず、低レベルの増加または欠失であった。複合解析を用いるという選択
は、正常細胞の混入によって生じるアレイ上のノイズを完全に相殺するものではない。従
って、例えば、一群の患者に見られる増加が、他の群では誤って消失と解釈される可能性
がある。更に、上記遺伝子座のいくつかは一群では増幅されており、他の群では欠失して
いる可能性がある。
【０１０４】
　遺伝子座の大部分は非常に小さく（サイズの中央値は１．７６Ｍｂｐ）、最も大きなも
のが19p13.3-p13.1（１８．５３Ｍｂｐ）内に存在した。17pと19pの２つの領域は、古典
的ＣＧＨで検出するのに十分な大きさ（６．９６Ｍｂｐと１８．５３Ｍｂｐ）であるが、
残りの領域は０．９～３．７５Ｍｂｐであり、古典的ＣＧＨで検出するには小さすぎた（
Forzan et al., 1997）。しかし、古典的ＣＧＨでは、上記の２つのより大きな領域は見
出されなかった。我々の古典的ＣＧＨの結果は感度が高いようなので、正常細胞の混入が
原因で、消失した領域を検出できなかったのかもしれない。更にこれらの領域の他に領域
16p（３．１４Ｍｂｐ）も古典的ＣＧＨでは不確かな領域と呼ばれるものであり、ハイブ
リダイゼーションの人為結果による擬似陽性または擬似陰性の結果をもたらすことの多い
領域である（el-Rifai et al, 1997）。実際、これら２つの領域のＬＯＨ解析は、肺腫瘍
においては、アレル不均衡がこれら遺伝子座に存在することを示している（Girard et al
, 2000）。領域9q34（３．７５Ｍｂｐ）も肺癌においてＬＯＨの影響を受けるとの報告が
あり（Suzuki et al., 1998）、ＣＧＨにおいては不確かな領域である（Larramendy et a
l., 1998）。
【０１０５】
　興味深いことに、2p内の増加は、アレイＣＧＨの結果と古典的ＣＧＨの結果の両方から
被曝群に特異的であることが示された。少し驚くべきことに、古典的ＣＧＨで得た最小共
通増幅単位は2p23であったが、アレイＣＧＨでは、2p21が変化していると検出された。し
かし、大部分の事例において古典的ＣＧＨは、2p23上の増加はより大きなものであり、５
０％の例において、2p21も含むことを示した。この比較的大きな領域は更なる研究の標的
となりうるものであり、それは、ヒト2p21-25に相同なラットの領域は、ラドン誘導性ラ
ット肺腫瘍において増幅されると既に報告されている（Dano et al., 2000）ためである
。これ以外には、2pの増幅がＮＳＣＬＣに見られるという報告は稀である。同様に領域14
q11.2は、我々の知る限り、肺癌で変化しているという報告はないが、しかし、長期の低
容量60Ｃｏガンマ線照射被曝集団の血液サンプルに見られる染色体異常（逆位と転座）に
関与すると考えられる（Hsieh et al., 2002）。放射線がＲＯＳの発生によってアスベス
ト同様の異常をもたらす可能性（Leach et al., 2001）を考慮すると、これは興味深い知
見である。
【０１０６】
　２つの群を分ける有意な領域の多くは、肺の発癌全般との関連が既に報告されている領
域であり、これら領域には1p36.1、1q21.2、3p21.31、4q31.21、5q35.2-q35.3、9q34、11
p15.5、17p13.3、19p13および22q13が含まれる（http://www.helsinki.fi/cmg/cgh_data.
html）。過去には、アスベスト被曝が3p21上のＬＯＨと有意な関連性を示すという報告が
１件ある（Marsit, 2004）。更にin vitroでは、アスベスト繊維は主として染色体１番と
９番の断裂に関与している（Dopp and Schiffmann, 1998、Lohani et al., 2002）。 
【０１０７】
　染色体腕4qと22q上の領域が、中皮腫にも共通して消失していると報告されているが、
中皮腫はアスベスト被曝と密接に関連した癌型である（Bjorkqvist et al., 1998、De Ri
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enzo, 2000）。同様に、11q13.1はFOSL1（Fra-1）遺伝子を有するが、この遺伝子は、ア
スベスト被曝後の癌化中皮細胞において上方制御されるという報告がある（Shukla et al
., 2004）。
【０１０８】
　ヒトゲノムには１２５個の登録された脆弱部位が存在するが、そのうちの１１個は、我
々の結果（表３）の１８個のアスベスト関連領域候補と一致していた（ｐ＝０．０８）。
脆弱部位は、予め決められた染色体断裂領域であり、複製ストレス条件下の中期染色体に
おける部位特異的なギャップまたは断裂であることが実験的に証明されている。これらは
、染色体による遺伝的不安定性の発現として知られており、よって癌において役割を担う
ことが示唆されている。一例は、腫瘍において屡々損傷しており、腫瘍サプレッサーとし
て機能すると考えられるFRA3B（3p14.2）のFHIT遺伝子（Glover, 1998）や、FRA16D（Fin
nis et al., 2005）である。更に11q13.2上には、最近になって脆弱部位FRA11Aを含む７
００ｋｂの欠失が子宮頸癌について同定された。この７００ｋｂの領域は、ほぼ完全に我
々の発見した領域に含まれている（染色体１１：６５，８８６，５８８～６７，１９１，
０５０ｂｐ）（Zainabadi et al., 2005）。しかし、脆弱部位の大部分がＧバンド法によ
って位置が特定されたものであり、我々はより高い解像度において、我々の領域が、11q1
3.2以外の脆弱部位領域と完全に一致するかどうか結論付けることはできなかった。
【０１０９】
　結論として、アレイデータにおいてアスベスト被曝と関連する可能性のある異常を明ら
かにするために、我々は複合アレイデータセットを用いたデータ解析を実施することにし
た。この方法を用いることで、２つの患者群の肺腫瘍の間でＤＮＡコピー数が異なる複数
の、大部分は小さな染色体領域を我々は初めて検出した。これらの異常は、低コピー数の
増加または消失であり、高コピー数の増幅を伴わない。過去の研究は、喫煙によって細胞
の遺伝系がアスベストの有害な効果を受けやすくなることを示している（２６，２７）。
この証拠は、同様の複雑なパターンが２つの群に概ね見られ、被曝群においてわずかなが
ら多くの異常が検出された我々の古典的ＣＧＨの結果と一致する。更に我々のアレイＣＧ
Ｈ結果は、上述した部位の多くが脆弱部位と一致し、喫煙とアスベスト繊維はいずれも脆
弱部位に異常を発生させる傾向にあることを示している。まとめると、我々はアスベスト
被曝に関連した遺伝子コピー数の異常について始めて報告した。更に、これらの領域が特
異的であり、推定標的遺伝子がそこに座乗しているか否かを実証するための解析（例えば
、発現データを用いた解析）が必要である。
【実施例２】
【０１１０】
材料と方法　
　患者由来材料　
　全ての患者が、フィンランド白色人種を先祖とする男性であり、組織学的に確認した原
発性肺癌を発症しているが、過去に悪性腫瘍を発症したことのない患者である。遺伝子発
現解析のためのサンプルは、１４人の高度アスベスト被曝患者と１４人の非被曝患者から
得た、肺腫瘍とそれに対応する正常肺サンプルからなる（表４）。続くアレル不均衡の断
片解析においては、非被曝患者から得た１５個の腫瘍と、職務中にアスベストに被曝した
患者（中度被曝群）から得た８個の腫瘍も解析した（表４）。全ての腫瘍を最新のＷＨＯ
分類に従って分類した。
【０１１１】
　患者の職歴と喫煙習慣並びに生存データに関する詳細な情報を記録した。アスベスト被
曝の状態は、職歴と、エネルギー分散型分光を用いた走査型電子顕微鏡による肺のアスベ
スト繊維濃度の測定（Karjalainen et al., 1993）の両方から推定した。職務上のアスベ
スト被曝が確定または予想される患者であり（Karjalainen et al., 1993）、肺のアスベ
スト繊維数が５００万線維／乾燥肺組織（ｇ）を超える患者のみを高度被曝群に加えた。
繊維濃度が１００万～５００万線維／乾燥肺組織（ｇ）の患者を中度被曝群として分類し
た。通常は乾燥肺組織（ｇ）当たりの線維数が最低１００万であることが、職務上のアス
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ベスト被曝の指標となる（Karjalainen et al., 1993）。乾燥肺組織（ｇ）当たりの線維
レベルが２００万～５００万の時に、肺癌の危険度が２倍になる（Karjalainen et al., 
1994、コンセンサスレポート, 1997）という関係付けがなされている。
【０１１２】
　全ての患者に個人面談を実施し、研究に参加すること、そして得られた組織を使用する
ことの同意を得た。ヘルシンキ／ウーシマー県 健康管理地区の、職務上の健康と安全に
関する研究に対する倫理審査委員会（The Ethical Review Board for Research in occup
ational Health and Safety）はこの研究のプロトコル（75/E2/2001）を承認した。
【０１１３】
　ｃＤＮＡマイクロアレイ　
　各患者について、（Wikman, 2002）の記載に従い、UltraspecTM ＲＮＡ単離システムを
用いて腫瘍とその近傍の正常周辺肺組織からＲＮＡを単離した。各腫瘍サンプルを凍結切
片化し、各サンプルの腫瘍含量をＨＥ染色で確認した。腫瘍細胞が５０％を超えるサンプ
ルのみを解析のために選択した。初期単離の後に、Qiagen RNase Minikitカラム精製によ
ってＲＮＡを更に精製した。ＲＮＡの品質を2100 バイオアナライザー（ＲＮＡナノラボ
チップ；カリフォルニア州、パロアルト、Agilent Technologies）で確認し、分光光度計
で定量した。
【０１１４】
　遺伝子発現のプロファイリングを６μｇの全ＲＮＡと共にAffymetrix HU133A GeneChip
s（カリフォルニア州、サンタクララ、Affymetrix）を用いて行った。ワンサイクルｃＤ
ＮＡ合成キット（カリフォルニア州、カールスバッド、Invitrogene）を用いてＲＮＡを
ｃＤＮＡに変換し、精製し、Affymetrixの推奨する方法に従って標識ｃＲＮＡ（ニューヨ
ーク州、ファーミングデール、Enzo）に変換した。断片化ｃＲＮＡを１６時間ハイブリダ
イズした。スライドの洗浄、染色とスキャンは標準的なAffymetrixのプロトコルに従って
行った。Affymetrixチップとのハイブリダイゼーションは、２８人の患者それぞれから得
た腫瘍肺ＲＮＡサンプルと正常肺ＲＮＡサンプルについて行った。
【０１１５】
　遺伝子発現データのデータ解析　
　全てのスライドを１００値に合わせてスケーリングした。腫瘍チップは対応する正常肺
チップに合わせてスケーリングした。正常肺結果の存在しない３例については、同じ被曝
群サンプルのシグナル平均値を参照値の代わりに使用した。被曝サンプル群または非被曝
サンプル群の少なくとも３分の１に存在した遺伝子（Affymetrixのｐ値＜０．０４）を解
析に含めた。次にデータをｌｏｇ２変換し、Lowess法で正規化した。
【０１１６】
　発現レベルの変動する遺伝子を検出し、被曝群を非被曝群から区別することのできる最
小遺伝子セットを同定するために、２段階解析モデルを使用した。我々は、van't Veer e
t al.（van't Veer, 2002）に記載の方法に類似した教師付き分類法を使用した。２つの
被曝群の大きさが類似していたため、第一段階として、ＡＵＲＯＣ（ＲＯＣ）解析モデル
（Kettunen, 2004）を選択した。ＲＯＣ値が０．４超または０．６未満であり、ｐ値が０
．４未満の遺伝子をその後の解析に含めた。
【０１１７】
　第二段階では、各遺伝子について、遺伝子発現と被曝状態（アスベスト被曝対非被曝）
の間の相関係数を計算した。我々は主としてアスベスト被曝患者の腫瘍と非被曝患者の腫
瘍の間の差異に興味があったため、個別の正常肺組織サンプルにおいて遺伝子発現の変動
が与える影響を最小にするために、相関解析を実施する前にデータを再スケーリングした
。アスベスト関連腫瘍と非関連腫瘍との間の差異を強調するために、アスベスト関連腫瘍
シグナルを非関連腫瘍シグナルの中央値でスケーリングし、非関連腫瘍シグナルをアスベ
スト関連腫瘍シグナルの中央値でスケーリングした。
【０１１８】
　相関係数の絶対値に基づいて遺伝子の順位付けを行った。腫瘍の正しい分類に必要な遺
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伝子の数を最適化するために、その順位に基づいて遺伝子を連続的に加えながら、正しく
分類された患者の数を決定した。交差検証法には、“leave-one-out”法を使用した。
【０１１９】
　遺伝子発現とＤＮＡコピー数の複合データの解析　
　我々は、アレイＣＧＨ解析により、アスベスト被曝患者対非被曝患者の肺腫瘍における
異常（増幅と欠失）プロファイルについても記載した（実施例１を参照）。被曝関連面積
を更に特定するために、本研究においては、同じ患者の腫瘍から得た遺伝子発現プロファ
イルとコピー数プロファイルを組み合わせた。
【０１２０】
　部分的に重なる０．５～１Ｍｂｐの染色体節について、被曝群の遺伝子発現比を非被曝
群に対して比較することで、被曝関連変化を有する染色体面積を同定した。差異を示す領
域を仮説検定で同定した。各遺伝子の遺伝子発現比によって正しく分類された患者の数を
計算し、染色体節の平均分類能力を検定統計量とした。この解析で見出した領域を、被曝
関連コピー数変化を有することが判明した領域と比較した。発現データセットとコピー数
データセットの両方で検出された領域が特に興味深い領域である。
【０１２１】
　アレル不均衡の検出のための断片解析　
　断片解析に使用したサンプルには、顕微解剖したＤＮＡ標本と顕微解剖していないＤＮ
Ａ標本が含まれていた。高度アスベスト被曝患者と非被曝患者から得た最初の２８例の腫
瘍サンプルは、顕微鏡を使用せずに解剖したものであるが、一方、追加した２３例の患者
サンプルについては、ＤＮＡを得るために顕微解剖を行った。しかし、顕微解剖を行わな
かった２８例の患者サンプルの結果が不明瞭であった（いくつかのマーカーにおいて、腫
瘍アレルと正常アレルのピーク高さ比が１．５近傍であった）ため、対応する顕微解剖材
料を用いて実験を繰り返した。
【０１２２】
　顕微解剖は、１％トルイジンブルー－０．２％メチレンブルー溶液で染色した９μｍの
組織切片に対してArcturus Veritas装置を用いて行った。不均一な腫瘍組織から癌細胞を
収穫するために、レーザー捕獲顕微解剖（ＬＣＭ）技術を用いた。ＤＮＡの単離は、Pico
PureTM ＤＮＡ抽出キット（Arcturus）を用い、製造者のマニュアルに従って実施した。
【０１２３】
　染色体領域19p13.3-p12（１９番染色体： ５５０,８１１～２２,２８７,２４５ｂｐ、
２２．２９Ｍｂｐ）内のアレルの平衡度は、２２Ｍｂｐを概ねカバーする１９個のマイク
ロサテライトマーカーを用いて求めた。長さが８０～３００ｂｐのジヌクレオチド繰り返
し断片またはトリヌクレオチド繰り返し断片を増幅するために、ＦＡＭまたはＨＥＸで末
端標識したプライマーペアを用いた。マーカーのプライマー配列は、国立バイオテクノロ
ジー情報センターのデータベースから入手し、TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbHで合成し
た。標的配列のＰＣＲによる増幅は、２００μＭのｄＮＴＰ、７００ｎＭの各プライマー
、１×ＰＣＲバッファー（１５ｍＭのＭｇＣｌ2、０．１３または０．２５単位のHotStar
TaqＤＮＡポリメラーゼ（Qiagen）を含有）と２．５～２５ｎｇのゲノムＤＮＡを含む、
５μｌまたは１０μｌ容の反応系で行った。最初の１０分間の９５℃変性工程に続いて、
９５℃で４０秒、至適アニーリング温度で４０秒、そして７２℃で１分の反応を３５サイ
クル実施した。次にＰＣＲ産物を、3100-Avant遺伝子解析装置（Applied Biosystems）で
解析した。
【０１２４】
　ヘテロ接合性マーカーのアレル不均衡（ＡＩ）は、腫瘍アレルと正常アレルのピーク高
さの比を計算することで評価した。アレルは、予測サイズ範囲内の２つの最も高いピーク
と定義した。１．５以上の比をＡＩとしてスコアした。マイクロサテライトの不安定性（
ＭＳＩ）は、正常ＤＮＡとは異なるサイズの新規ピークが腫瘍ＤＮＡ内に存在する時の、
繰り返し単位の整数と定義した。更に、モノヌクレオチド繰り返し単位ＢＡＴ－２６を、
ＢＡＴ－２６と肺癌のＭＳＩ表現型との相関性を試験するために用いた。このマーカーは
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、散発性直腸癌と胃癌の高頻度ＭＳＩ表現型を９９．４～１００％の精度で明らかにする
ために使用されている（Hoang, 1997）。
【０１２５】
結果　
　遺伝子発現プロファイル　
　１４例の高度アスベスト被曝患者を非被曝患者から最も効率よく分離する遺伝子を検出
するために、遺伝子発現データを用いてＲＯＣ解析を行った。１２，８６５個の遺伝子が
１回目のＲＯＣ解析に含まれていた（含めるための基準は、いずれかの被曝群の患者の少
なくとも１／３にシグナルが存在することである）。遺伝子は、そのＲＯＣ値とｐ値に基
づいて順位付けをした。
【０１２６】
　最も高いＲＯＣ値（０．４未満または０．６超であり、ｐ値は０．４未満）を有する遺
伝子に基づく、未完成の、教師なし階層的クラスタリングアルゴリズムによって、２８例
の腫瘍を、その被曝量に基づいて２群に分けることに成功した（データは示さない）。被
曝腫瘍と非被曝腫瘍の明確な分離は、約６，０００個の遺伝子転写産物に基づいて、腫瘍
を上記２種に分類可能であることを示唆している。
【０１２７】
　次に、各遺伝子について、遺伝子発現と被曝状態（アスベスト被曝対非被曝）の相関係
数を計算した。２つの腫瘍群を区別することのできる最も小さな遺伝子セットを同定する
ために、相関係数の絶対値に基づいて遺伝子の順位付けを行った。被曝関連遺伝子の同定
によって、ピアソンの相関係数が０．７９超または－０．７９未満である４７個の遺伝子
が明らかとなった。我々が選択した参照値（アスベスト関連腫瘍シグナルの中央値を非関
連腫瘍シグナルの中央値でスケーリングし、逆も同様）は比較的高い相関係数をもたらす
が、各群の正常組織から得られるシグナルの中央値を使用しても同様の結果が得られるこ
とに気が付いた。４７個の上位遺伝子の内の３８個については、どちらの参照値を使用し
ても同じ結果が得られた。このような大きさの相関係数を有する単一遺伝子のみが、デー
タのランダム順列化の後でも検出可能であった。この上位遺伝子（４７個）からなる小さ
なセットの機能的解釈は、特定機能または染色体位置を明らかに過剰に表現するものでは
ない。４７個の遺伝子について得た階層的クラスタリングの結果を表５に示した。
【０１２８】
　遺伝子発現プロファイルとＤＮＡ異常プロファイルの組み合わせ　
　発現量の変化している被曝関連面積の同定によって、アスベスト被曝患者が非被曝患者
とは異なる３４個の面積（５Ｍｂｐ以下の面積は結合した）が明らかとなった（データは
示さない）。面積の検出は、ＣＧＨアレイ（実施例１参照）と同様に、０．５～１Ｍｂｐ
の染色体節内で、２つの患者群の遺伝子発現データを互いに比較することで行った。被曝
関連変化を有する面積の同定は、信頼区間が５％の並べ替え検定によって行った。被曝に
関連したｍＲＮＡレベル（Affymetrix）の変化とＤＮＡレベル（ＣＧＨアレイ）の変化の
両方を有する遺伝子座を同定するために、これら２つのデータ解析結果を組み合わせた。
６個の面積、即ち、2p21-p16.3、3p21.31、5q35.2-q35.3、16p13.3、19p13.3.-13.11と22
q12.3-q13.1（表６）が２つの解析に共通していた。データは、2p21は被曝患者サンプル
では増幅され、同時に非被曝患者サンプルでは欠失しており、3p21.3-p21.1、5q35.3と22
q13.1は被曝群の患者では欠失していることを示唆している。最も大きな有意領域が染色
体19p13.3-19p13.1内に検出された。大部分の被曝患者がこの領域内の遺伝子の欠失と下
方制御を示し、一方、非被曝患者では、増加の可能性も認められた。
【０１２９】
　19p13.3-12の断片解析　
　１９番染色体のｐ腕に存在する被曝関連変化を実証し、異常の程度を明らかにするため
に、断片（ＬＯＨ）解析を実施した。19p13.3-p12内の２２．３Ｍｂｐ領域にかかる１９
個のマイクロサテライトマーカー（表７）を使用した。被曝患者の７９％（１１／１４）
と非被曝患者の４５％（１３／２９）（ｐ＝０．０２）は19p領域にアレル不均衡（ＡＩ
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）を有することが判明した。更に、中度被曝患者の７５％（６／８）にもＡＩが検出され
た（表７）。ＡＩが検出された患者は、ＣＧＨアレイが示した結果と一致していた。個別
のマーカーのＡＩの程度は、被曝患者で５０～９０％、中度被曝患者で４０～１００％、
そして非被曝患者で２０～５０％の範囲内であった（有益なマーカーのみを考慮した）。
個別のマーカーにおけるＡＩ頻度の差に焦点を合わせると、検討した１９個のマーカーの
間で差異による分離が見られた。非被曝患者と比べて、アスベスト被曝患者由来腫瘍サン
プルにおいて、マーカーの１０／１９において染色体変化の頻度は有意に高かった。
【０１３０】
　更に、非被曝患者の１０％（３／２９）が、検討した領域の全長に渡ってマイクロサテ
ライト不安定性（ＭＳＩ）を有することが判明した。直腸ＭＳＩマーカーであるＢＡＴ－
２６を用いて更にＭＳＩについて評価すると、個別のマーカーの高い不安定性を示した３
例の内の２例（１４９番と６２番）は、このマーカーについても不安定性を示した。更に
、共に19p領域にＭＳＩを示す単一マーカーを有する患者１１番と１４３番は、マーカー
ＢＡＴ－２６にも不安定性を有していた。
【０１３１】
考察　
　アスベスト関連肺癌と関連する、規制の失われた遺伝子について洞察を深めるために、
２８例の原発性肺腫瘍に対して、複合ｃＤＮＡおよびＣＧＨマイクロアレイ スクリーニ
ング解析を行った。高度アスベスト被曝患者を非被曝肺腫瘍と比較し、２つの群の間の遺
伝子発現レベルとコピー数の変化の両方について記載した。最も興味深い領域の１つであ
る19pは、より多くの患者を用いて更に検証した。
【０１３２】
　我々は、遺伝子発現結果のために２段階のデータ解析手法を用い、患者をアスベスト被
曝群と非被曝群に正しく分類する、４７個の遺伝子のセットを見出した。これら４７個の
遺伝子の階層的クラスタリング解析は、２つの被曝群の間に明確な境界線を引いた。この
分離は、肺癌の組織型から独立していた。これら４７個のマーカー遺伝子セットには、多
岐に渡る機能を有し、単一の経路によって過剰発現されることのない遺伝子が含まれてい
た。これら遺伝子のいくつは未だよく知られていないものであるが、かなりの遺伝子は、
種々の腫瘍型において変化することが知られるものである。このような遺伝子には、被曝
患者において上方制御されることが検出されているWFDC2、TDE1とSLC6A15、および下方制
御されることが検出されているRUNX1、ATMとUVRAGが含まれる。WFD2（HE4）は、卵巣癌の
バイオマーカーとなることが知られており（Hellstrom, 2003）、SLC6A15は結腸直腸癌で
上方制御されることが知られている（Gupta, 2005）。TDE1遺伝子は、肺癌細胞系で上方
制御されることが知られている（Bossolasco, 1999）。被曝群で下方制御されているUVRA
G遺伝子は、最近になって直腸癌で変異していることが判明し（Ionov, 2004）、一方、AT
Mは、プロモーターの過剰メチル化によって肺癌ではサイレンシングされていることが知
られている（Safar, 2005）。更に相同RUNX3遺伝子は、肺腫瘍においてメチル化による下
方制御を受けており（Li, 2004）、RUNX1の転座、変異とメチル化についても、主として
種々の白血病、更には近年になって胃癌について報告されている（Sakakura, 2005、Blyt
h, 2005）。
【０１３３】
　タンパク質キナーゼＣ（ＰＫＣ）の基質であるアデュシンは、アスベスト被曝と関連付
けられている。ＰＫＣのシグナル伝達経路は、アスベスト被曝後に活性化される主要なシ
グナル伝達経路の１つとして示唆されている（Shukla, 2003）。実際に、アスベストを吸
引したマウスは、II型肺胞上皮でアデュシン発現の増加を示す（Lounsbury, 2002）。こ
れら知見と同様に、アデュシンは、本研究の被曝患者においても上方制御されていた。
【０１３４】
　最近の研究によって、例えデータセットが大きくても、マイクロアレイデータから安定
且つ信頼性の高い分子記号を得ることは非常に難しいことが判明した（Michiels, 2005）
。従って我々は、数千の遺伝子を用いるが、わずかな患者しか使用しないこの解析では、
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偽陽性結果が得られる可能性が高いことを認識している。結果として、古典的なＣＧＨと
ＣＧＨアレイのデータを用いた以前の研究によって、肺癌はそのＤＮＡコピー数プロファ
イルに基づいて分離可能である（実施例１を参照）ことが判明していたので、我々はこれ
ら特定染色体領域が遺伝子発現変化と相関するか否かについて検討することにした。生物
学的に適切な、潜在的な優れたマーカーとは、遺伝子発現に影響を与える異常である。実
際、この方法で我々は、ＤＮＡレベルとＲＮＡレベルの両方において同時に変化しており
、１群の腫瘍に特異的であると考えられる６つの染色体領域を見出すことができた。興味
深いことに、４つの領域は被曝群における欠失であると考えられる。
【０１３５】
　アスベスト被曝と有意に関連することが判明した染色体3p、5q、19pと22q内の異常の全
てが、一般的な肺癌の発生について既に検出されていたものである。しかし、3pの消失と
アスベスト被曝との関連について最近になって報告があり、この報告によると、２つの群
が共に異常を示すものの、3p内の異常頻度は被曝群において有意に高い（Marsit, 2004）
。更に、22q内の領域について、アスベスト被曝と非常に密接な関連のある中皮腫に共通
して消失しているという報告がある（De Rienzo, 2000）。一方、肺腫瘍における2p内の
増幅に関する報告は稀であるものの、ラドン誘導性ラット肺腫瘍においてヒト2p21-25に
相同な領域が増幅されているという報告がある（Dano, 2000）。16p13.3には、肺腺癌の
２９％でＬＯＨの影響を受けるという報告のある遺伝子TSC2（Takamochi, 2004）と、正
常肺組織と比べて肺癌で発現の低下している、8oxoG修復に関与する遺伝子NTHL1（Radak,
 2005）が座乗している。
【０１３６】
　本研究では、アスベスト関連染色体領域の候補の１つである19p13の関連性について更
に検証した。19pのＬＯＨは肺癌に共通しているが（Sanchez-Cespedes, 2001）、そのア
スベスト被曝との関連性については過去に研究されていない。ここでは、ＡＩを見出すた
めに断片解析を行った。期待されたように、染色体変化は被曝患者に限定されるわけでは
ないが、非被曝群よりも被曝群患者に共通して存在する方がより有意であった（ｐ＝０．
０２）。19p13領域のＡＩは、被曝患者の７９％、中度被曝患者の７５％、そして非被曝
患者の４５％で検出され、被曝がこの部分における異常の発生を促すように働くことを示
している。最も優れた分離能を有するマーカーは19p領域全体に広がっており、この部分
には特定のアスベスト被曝関連ホットスポットは存在しないが、アスベストはこの染色体
腕全体の不均衡と関連することを示している。
【０１３７】
　注目すべきことは、肺癌で不活化されると既に報告のある２つの遺伝子が、最も有意に
識別するマーカーの近傍に存在することである。マーカーD19S883の隣に位置する腫瘍サ
プレッサー遺伝子STK11/LKB1の変異とＬＯＨによる不活化は、散発性肺腺癌の３０％で生
じる（Sanchez-Cespedes, 2002）。更に、マーカーD19S906の近傍に位置するBRG1/SMARCA
4遺伝子は、肺腫瘍原性の役割を担うという報告がある（Medina, 2005）。SMARCA4タンパ
ク質は、肺原発性腫瘍の約１０％で消失しているという報告がある（Reisman, 2003）。 
【０１３８】
　断片解析は、しかし、アレルの増加と消失を区別することができず、マーカーの変化は
ＡＩとしか報告されない。我々のアレイＣＧＨ結果は、腫瘍サンプルの19p13領域には消
失と増加の両方が存在し、特に非被曝患者サンプルには増加が存在することを示唆してい
る。従って、この領域と被曝との関連は、現在の結果では過小評価される可能性がある。
この領域で生じる変化の性質についてより深い洞察を得るために、例えば、定量的ＰＣＲ
によって更なる研究を実施するべきである。このような研究は、19p内の異常、特に消失
、とアスベスト被曝との関連性を強めることが期待される。
【０１３９】
　結論として、種々のハイスループット法を組み合わせることで、我々は、アスベスト被
曝肺癌患者は、被曝と有意に関連するいくつかの染色体領域（例えば19p）を含む独特な
遺伝子発現プロファイルを有することを始めて見出した。
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【実施例３】
【０１４０】
アスベスト関連肺癌の異常プロファイルを検出する方法　
　本願で明らかにした異常は、例えば、以下の方法で検出することができる：　オリゴク
ローンチップまたはＢＡＣクローンチップに基づくアレイＣＧＨ、ＳＮＰアレイ、in sit
uハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ、ＣＩＳＨ）プローブセット、アレル不均衡用の断
片解析、および定量的遺伝子量ＰＣＲ（quantitative gene-dose PCR）。
【０１４１】
9q32-q34　
　表８に、アスベスト被曝患者と非被曝患者における、腺癌と他の組織型の肺腫瘍から検
出される、9q31.3-q34.3のアレル不均衡に関する断片解析結果を示す。一般的に、非被曝
患者の腫瘍よりもアスベスト被曝患者の腫瘍により多くのアレル不均衡が発見された。ア
レル不均衡の試験は、顕微解剖した腫瘍組織に対して行った。
【０１４２】
　３種のＦＩＳＨプローブ、即ち、ＢＡＣプローブであるRP11-10i9、RP11-375D21とRP11
-100C15、を肺腫瘍切片に対して試験した。これら３種のプローブを用いて得た結果を表
９に示す。ＢＡＣプローブRP11-375D21を用いると、全ての組織型において、非被曝患者
の腫瘍よりも多くの欠失と増加がアスベスト被曝患者の腫瘍から検出されたが、他の２種
のプローブを用いると、アスベスト被曝患者の腺癌以外は、非被曝患者の腫瘍により多く
の異常が検出された。
【０１４３】
　表１０に、19pと9q内のアレル不均衡とＢＡＣプローブRP11-375D21の結果の組み合わせ
を示した。この組み合わせは、アスベスト関連肺腫瘍と非関連肺腫瘍を同定する際の特異
性を向上する。
【０１４４】
2p16-p21　
　表１１に、2p16-p21内のアレル不均衡を示す。１４例のアスベスト被曝患者腫瘍と１４
例の非被曝患者腫瘍について、マイクロサテライトマーカーを用いた断片解析を実施した
。各群において少なくとも６例の有益なアレルを検出したマーカーについて結果を表示し
た。アレル不均衡の試験は顕微解剖した腫瘍組織に対して行った。より多くのアレル不均
衡が、非被曝患者の腫瘍よりもアスベスト被曝患者の腫瘍で検出された。
【０１４５】
16p13.3　
　表１２に、マイクロサテライトマーカーを用いた断片解析で検出した16p13.3内のアレ
ル不均衡を示す。より多くのアレル不均衡が、非被曝患者の腫瘍よりもアスベスト被曝患
者の腫瘍で検出された。アレル不均衡の試験は顕微解剖した腫瘍組織に対して行った。
　9qの結果と同様に、被曝患者の腺癌は、他の組織型の腫瘍とは異なっていた。
【０１４６】
5q35.3　
　表１３に、アスベスト被曝患者と非被曝患者の肺腫瘍における、5q35.3内のアレル不均
衡を示す。アレル不均衡の試験は顕微解剖した腫瘍組織に対して行った。アレル不均衡の
断片解析は、被曝患者の腫瘍と非被曝患者の腫瘍の間に明確な違いを示さなかった。しか
し、表１４のアレイＣＧＨの結果は、この領域の更なる研究を是認するものである。
【実施例４】
【０１４７】
　この実施例の目的は、既に検出されたアスベスト関連ゲノム異常プロファイルと相関す
る特異的な遺伝子発現プロファイルがアスベスト被曝によって発生するか否かを検出する
ことであった。遺伝子発現データを比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）アレイ
データと組み合わせることで、我々は、遺伝子発現変化とＤＮＡレベルの変化の両方を有
する６つの個別の染色体領域を検出することができた。その１つである19p13.3-19p13.1
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については、職歴と肺アスベスト繊維数から決定したアスベスト被曝の存在または不存在
に基づいて選択した６２人の男性患者の肺癌に対して１９種のマイクロサテライトマーカ
ーを用い、アレル不均衡を更に特徴付けた。
【０１４８】
材料と方法　
　患者由来材料　
　全ての患者が、フィンランド白色人種を先祖とし、組織学的に確認した原発性肺癌を発
症しているが、過去に悪性腫瘍を発症したことのない患者である。遺伝子発現解析のため
のサンプルは、１４人の重度アスベスト被曝患者と１４人の非被曝患者から得た、肺腫瘍
とそれに対応する正常肺サンプルからなる（表１７）。続く19p内のアレル不均衡に関す
るマイクロサテライト解析においては、初めに使用したサンプルセットである２８例と、
アスベスト被曝状態に基づいて選択した追加の３４例（重度被曝肺癌症例１１例、職務中
にアスベストに被曝した中度被曝肺癌症例８例、および非被曝肺癌症例１５例）を解析し
た（表１８）。ヘルシンキ／ウーシマー県 病院地区の、職務上の健康と安全に関する研
究に対する倫理審査委員会（The Ethical Review Boards for Research in occupational
 Health and Safety）および調整倫理審査委員会（Coordinating Ethical Review Board
）はこの研究のプロトコル（223/E0/2005と75/E2/2001）を承認した。法医学的業務のた
めの国内当局（National Agency for Medicolegal Affairs）は診断用サンプルを研究目
的で使用することを許可し（4476/33/300/05）、社会保健省（Ministry for Social Affa
irs and Health）は、研究のために患者の個人情報を収集することを許可した（STM/2474
/2005）。
【０１４９】
　全ての症例について、アスベスト被曝の状態を、職歴と肺のアスベスト繊維濃度の測定
（Karjalainen et al., 1993）の両方から推定した。個人面談から職務上の被曝が確定ま
たは予想され、肺のアスベスト繊維数が５００万線維／乾燥肺組織（ｇ）を超える患者の
みを重度被曝群に加えた。繊維濃度が１００万～５００万線維／乾燥肺組織（ｇ）の患者
を中度被曝群として分類した。通常は乾燥肺組織（ｇ）当たりの線維数が最低１００万で
あることが、職務上のアスベスト被曝の指標となる（Karjalainen et al., 1993）。非被
曝群には、被曝歴からも、肺のアスベスト繊維数からも、アスベスト被曝が考えられない
患者のみを加えた。
【０１５０】
　発現マイクロアレイ　
　各患者について、（Wikman et al., 2002）の記載に従い、UltraspecTM ＲＮＡ単離シ
ステムを用いて腫瘍とその近傍の正常周辺肺組織からＲＮＡを単離した。ＲＮＡの品質を
2100 バイオアナライザー（ＲＮＡナノラボチップ；カリフォルニア州、パロアルト、Agi
lent Technologies）で確認し、分光光度計で定量した。遺伝子発現のプロファイリング
を６μｇの全ＲＮＡと共にAffymetrix HU133A GeneChips（カリフォルニア州、サンタク
ララ、Affymetrix）を用いて行った。ワンサイクルｃＤＮＡ合成キット（カリフォルニア
州、カールスバッド、Invitrogene）を用いてＲＮＡをｃＤＮＡに変換し、精製し、Affym
etrixの推奨する方法に従って標識ｃＲＮＡ（ニューヨーク州、ファーミングデール、Enz
o）に変換した。断片化ｃＲＮＡを１６時間ハイブリダイズした。スライドの洗浄、染色
とスキャンは標準的なAffymetrixのプロトコルに従って行った。Affymetrixチップ（HU13
3A）とのハイブリダイゼーションは、２８人の患者それぞれから得た腫瘍肺ＲＮＡサンプ
ルと正常肺ＲＮＡサンプルについて行った。
【０１５１】
　遺伝子発現データのデータ解析　
　標的値が１００となるようにスケーリングし、コールの存在／不存在を決定するために
、Affymetrix Analysis Suite version 5（MAS5）を用いた。バックグランド値が４０～
７０であり、ハウスキーピング遺伝子の対照シグナル比（５’から３’のプライムエンド
転写産物比）が１に近いサンプルのみをデータ解析に含めた。この基準によって、３例の
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正常肺サンプルが研究から除外された。腫瘍チップについては、対応する正常肺サンプル
のチップを参照用に用いた。正常肺結果の存在しない３例については、同じ被曝群サンプ
ルのシグナル平均値を参照値の代わりに使用した。被曝サンプル群または非被曝サンプル
群の少なくとも３分の１に存在した遺伝子（Affymetrixのｐ値＜０．０４）を解析に含め
た。次にデータをｌｏｇ２変換し、Lowess法で正規化した。発現レベルの変動する遺伝子
を検出し、被曝群を非被曝群から区別することのできる最小遺伝子セットを同定するため
に、２段階解析モデルを使用した。２つの被曝群の大きさが類似していたため、第一段階
として、ＡＵＲＯＣ（ＲＯＣ）解析モデル（Kettunen et al, 2004）を選択した。ＲＯＣ
値が０．４未満または０．６超であり、ｐ値が０．４未満の遺伝子をその後の解析に含め
た。
【０１５２】
　第二段階では、各遺伝子について、遺伝子発現と被曝状態（アスベスト被曝対非被曝）
の間の相関係数を計算した。我々は主としてアスベスト被曝患者の腫瘍と非被曝患者の腫
瘍の間の差異に興味があったため、個別の正常肺組織サンプルにおいて遺伝子発現の変動
が与える影響を最小にするために、相関解析を実施する前にデータを再スケーリングした
。アスベスト関連腫瘍と非関連腫瘍との間の差異を強調するために、アスベスト関連腫瘍
シグナルを非関連腫瘍シグナルの中央値でスケーリングし、非関連腫瘍シグナルをアスベ
スト関連腫瘍シグナルの中央値でスケーリングした。
【０１５３】
　相関係数の絶対値に基づいて遺伝子の順位付けを行った。腫瘍の正しい分類に必要な遺
伝子の数を最適化するために、その順位に基づいて遺伝子を連続的に加えながら、正しく
分類された患者の数を決定した。分類の信頼度を求めるために、“leave-one-out”交差
検証法を使用した。
【０１５４】
　遺伝子発現とＤＮＡコピー数の複合データの解析　
　被曝群の遺伝子発現比を非被曝群に対して局所的に比較することで、被曝関連遺伝子発
現変化を有する染色体面積を同定した。染色体を部分的に重なる０．５～１Ｍｂｐの染色
体節に分け、各染色体節の発現変動を試験した。発現が変動する領域を仮説検定で同定し
た。各遺伝子の遺伝子発現比によって正しく分類された患者の数を計算し、染色体節の平
均分類能力を検定統計量とした。この解析で見出した領域を、被曝関連コピー数変化を有
することが判明した領域と比較した。発現データセットとコピー数データセットの両方で
検出された領域が特に興味深い領域である。
【０１５５】
　アレル不均衡の検出のためのマイクロサテライト解析　
　アレル不均衡の存在を確認するための検証法として、マイクロサテライト解析を使用し
た。マイクロサテライト解析に使用したサンプルには、顕微解剖したＤＮＡ標本と顕微解
剖していないＤＮＡ標本が含まれていた。重度アスベスト被曝患者と非被曝患者から得た
最初の２８例の腫瘍サンプルは、顕微鏡を使用せずに解剖したものであるが、一方、追加
した３４例の患者サンプルについては、ＤＮＡを得るために顕微解剖を行った。マイクロ
サテライト解析用のサンプルの内、５２例は新鮮凍結組織から得たものであり、１０例は
パラフィン包埋組織から得たものであった。
【０１５６】
　顕微解剖は、１％トルイジンブルー－０．２％メチレンブルー溶液で染色した９μｍの
組織切片に対してArcturus Veritas装置を用いて行った。不均一な腫瘍組織から癌細胞を
収穫するために、レーザー捕獲顕微解剖（ＬＣＭ）技術を用いた。ＤＮＡの単離は、Pico
PureTM ＤＮＡ抽出キット（Arcturus）を用い、製造者のマニュアルに従って実施した。
【０１５７】
　染色体領域19p13.3-p13.1（１９番染色体： ５５０,８１１～２２,２８７,２４５ｂｐ
、２２．２９Ｍｂｐ）内のアレルの平衡度は、２２Ｍｂｐを概ねカバーする５～１９個の
マイクロサテライトマーカーを用いて求めた。長さが８０～３００ｂｐのジヌクレオチド
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繰り返し断片またはトリヌクレオチド繰り返し断片を増幅するために、ＦＡＭまたはＨＥ
Ｘで末端標識したプライマーペアを用いた。マーカーのプライマー配列は、国立バイオテ
クノロジーセンターのデータベースから入手した。標的配列をＰＣＲで増幅し、次にＰＣ
Ｒ産物を、310-または3100-Avant遺伝子解析装置（Applied Biosystems）で電気泳動に付
した。
【０１５８】
　アレル断片の長さを検討するために、GeneMapper解析ソフトウエアバージョン３．５（
Applied Biosystems）を使用した。アレルは、予測サイズ範囲内の２つの最も高いピーク
と定義した。ヘテロ接合性マーカーのアレル不均衡（ＡＩ）は、腫瘍アレルと正常アレル
のピーク高さの比を計算することで評価した。１．５以上の比をＡＩとしてスコアした。
ＡＩ保有者を決定するための基準は、有益なマイクロサテライトマーカーの少なくとも２
５％がＡＩ陽性であることと定義した。モノヌクレオチド繰り返し単位ＢＡＴ－２６を、
ＢＡＴ－２６と肺癌のＭＳＩ表現型との相関性を試験するために用いた。このマーカーは
、散発性直腸癌と胃癌の高頻度ＭＳＩ表現型を９９．４～１００％の精度で明らかにする
ために使用されている（Hoang et al., 1997）。
【０１５９】
結果　
　遺伝子発現プロファイル　
　１４例の重度アスベスト被曝患者肺腫瘍を１４例の非被曝患者肺腫瘍から最も効率よく
分離する遺伝子を検出するために、遺伝子発現データを用いてＲＯＣ解析を行った。１２
，８６５個の遺伝子が１回目のＲＯＣ解析に含まれていた（含めるための基準は、いずれ
かの被曝群の患者の少なくとも１／３にシグナルが存在することである）。
【０１６０】
　最も高いＲＯＣ値（０．４未満または０．６超であり、ｐ値は０．４未満）を有する遺
伝子に基づく、未完成の、教師付きアルゴリズムによって、２８例の腫瘍を、患者の被曝
量に基づいて２群に分けることに成功した（データは示さない）。患者の被曝分類に基づ
く腫瘍の明確な分離は、約６０００個の遺伝子転写産物に基づいて、腫瘍を上記２種に分
類可能であることを示唆している。
【０１６１】
　次に、各遺伝子について、遺伝子発現と患者の被曝状態（アスベスト被曝対非被曝）の
相関係数を計算した。２つの腫瘍群を区別することのできる最も小さな遺伝子セットを同
定するために、相関係数の絶対値に基づいて遺伝子の順位付けを行った。被曝関連遺伝子
の同定によって、ピアソンの相関係数が０．８超または－０．８未満である４７個の遺伝
子が明らかとなった。我々が選択した参照値（非関連腫瘍シグナルの中央値をアスベスト
関連腫瘍の参照値とし、アスベスト関連腫瘍シグナルの中央値を非関連腫瘍の参照値とし
た）は比較的高い相関係数をもたらすが、各群の正常組織から得られるシグナルの中央値
を使用しても同様の結果が得られることに気が付いた。４７個の上位遺伝子の内の３８個
については、どちらの参照値を使用しても同じ結果が得られた。このような大きさの相関
係数を有する単一遺伝子のみが、データのランダム順列化の後でも検出可能であった。こ
の上位遺伝子（４７個）からなる小さなセットの機能的解釈は、特定機能または染色体位
置を明らかに過剰に表現するものではない。
【０１６２】
　遺伝子発現プロファイルとＤＮＡ異常プロファイルの組み合わせ　
　発現量の変化している被曝関連面積の同定によって、アスベスト被曝患者の腫瘍が非被
曝患者の腫瘍とは異なる３４個の面積（５Ｍｂｐ以下の面積は結合した）が明らかとなっ
た（データは示さない）。面積の検出は、ＣＧＨアレイ（Nymark et al., 2006）と同様
に、０．５～１Ｍｂｐの染色体節内で、２つの腫瘍群の遺伝子発現データを互いに比較す
ることで行った。被曝関連変化を有する面積の同定は、並べ替え検定によって行った。観
察された発現差が、並べ替え分布から推定した上側または下側の１％信頼区間を越えた時
に、領域を有意であると判定した。ｍＲＮＡレベル（発現データ）とＤＮＡレベル（ＣＧ
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Ｈアレイ）の両方で検出される被曝関連変化を有する遺伝子座を同定するために、これら
２つのデータ解析結果を組み合わせた。６個の面積、即ち、2p21-p16.3、3p21.31、5q35.
2-q35.3、16p13.3、19p13.3.-13.11と22q12.3-q13.1（表１５）が２つの解析に共通して
いた。データは、2p21は被曝患者の腫瘍サンプルでは増幅され、同時に非被曝患者の腫瘍
サンプルでは欠失しており、3p21.3-p21.1、5q35.3と22q13.1は被曝群患者の腫瘍では欠
失しているこを示唆している。最も大きな有意領域が染色体19p13.3-19p13.1内に検出さ
れ、被曝患者では遺伝子の消失と下方制御を示し、一方、非被曝患者では、増加を示した
。
【０１６３】
　19p13.3-13.1内のアレル不均衡　
　３種の被曝分類（重度被曝、中度職務被曝、およびアスベスト被曝なし）のいずれかに
該当する男性患者から得た６２例の肺癌について、１９番染色体のｐ腕の被曝関連変化を
実証し、異常の程度を明らかにするために、マイクロサテライト（ＬＯＨ）解析を実施し
た。大部分のサンプルについて、19p13.3-p13.1内の２２．３Ｍｂｐ領域にかかる１９個
のマイクロサテライトマーカーを使用した。１０例のパラフィンサンプルについては、１
９個のマーカーの内、２００ｂｐ未満の断片を産生する５個のマーカーについてのみ解析
した。被曝患者の８０％（２０／２５）と非被曝患者の４５％（１３／２９）（ｐ＝０．
００４５）は、腫瘍組織の19p領域にアレル不均衡（ＡＩ）を有することが判明した。中
度被曝患者の７５％（６／８）にもＡＩが検出された。検出されたアレル不均衡は、ＣＧ
Ｈアレイが示した結果（Nymark et al., 2006）と一致していた。
【０１６４】
　ＡＩ頻度の差が、腫瘍の組織型の間に見られた。被曝群においては、組織型に関係なく
、ＡＩは広く分布していた（表１６）。重度被曝患者と中度被曝患者の結果をまとめて示
したが、これは２つの被曝群のＡＩ頻度の間に明らかな差が検出されなかったためである
。一方、非被曝群においては、ＡＩは腺癌に共通して検出された。種々の肺癌サブタイプ
間のより詳細な比較は、群の大きさが限られていたために不可能であった。
【０１６５】
　個別のマーカーのＡＩの程度は、被曝患者の腫瘍で５０～９０％、中度被曝患者の腫瘍
で４０～１００％、そして非被曝患者の腫瘍で２０～５０％の範囲内であった（有益なマ
ーカーのみを考慮した）。個別のマーカーによって判定したＡＩ頻度の差に焦点を合わせ
ると、非被曝患者と比べてアスベスト被曝患者の腫瘍サンプルにおいて、１９個のマーカ
ーの内の１１個のマーカーで検出される染色体変化の頻度が有意に高かった。大方の場合
ＡＩは、検討した２２Ｍｂｐの領域全体に渡っており、これは染色体１９の短腕が完全に
消失していることを意味する。
【０１６６】
　更に、非被曝患者の１０％（３／２９）が、検討した領域の全体に渡ってマイクロサテ
ライト不安定性（ＭＳＩ）を有することが判明した。直腸ＭＳＩマーカーであるＢＡＴ－
２６を用いて更にＭＳＩについて評価すると、個別のマーカーの高い不安定性を示した３
例の内の２例（５４番と６０番）は、このマーカーについても不安定性を示した。中度被
曝患者と非被曝患者の間でＭＳＩ例が検出されたため、ＭＳＩはアスベスト関連肺癌の主
要な原因とは考えられず、更なる検討は行わなかった。
【０１６７】
　　　　　　　　　　　　　　　＊　＊　＊　＊　＊
　ここに記載した実施例および発明の態様はいずれも説明のために記載したものであり、
これら記載に基づく種々の修飾や変化は当業者には示唆されており、本願および添付の請
求項の精神およびその範囲に含まれるものであることを理解されたい。本願に記載した全
ての出版物、特許、特許出願、ヒトゲノムデータ（例えば、GenBankのアクセッション番
号）は、個別の出版物、特許、特許出願および配列データを本願に取り込むために具体的
且つ個別に記載した場合と同様に、本願の記載によって、いかなる目的のためであれ、完
全に取り込まれたものとする。
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