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(57)【要約】
　本発明は、特定の型の非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）の同定、分類及び診断のために使用
する核酸配列を提供する。核酸配列はまた、生物学的試料の発現パターンに基づいた、対
象の予後の評価のために使用することもできる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非小細胞肺癌腫（ＮＳＣＬＣ）を分類する方法であって、対象から生物学的試料を得る
ステップと；前記試料中の、配列番号１～５、１３～３０からなる群から選択された核酸
配列、その断片、又はそれに対して少なくとも約８０％の同一性を有する配列の相対的な
存在量を測定するステップと；前記得られた測定値を、ある核酸の存在量を示す基準の数
と比較するステップとを含み；それによって、前記核酸配列の示差的な発現が、前記ＮＳ
ＣＬＣの分類を可能にする方法。
【請求項２】
　前記生物学的試料が、体液、細胞系及び組織試料からなる群から選択される、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　前記組織が、新鮮組織、凍結組織、固定組織、ロウ包埋組織又はホルマリン固定パラフ
ィン包埋（ＦＦＰＥ）組織である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記組織試料が、肺試料である、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＮＳＣＬＣが、肺扁平上皮細胞癌、肺腺癌、及び肺未分化大細胞癌腫からなる群か
ら選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記肺未分化大細胞癌腫が、肺扁平上皮細胞癌又は肺腺癌に由来する、請求項５に記載
の方法。
【請求項７】
　肺扁平上皮細胞癌とその他のＮＳＣＬＣとを見分けるための方法であって、対象から生
物学的試料を得るステップと；前記試料中の、配列番号１～５からなる群から選択された
核酸配列、その断片、又はそれに対して少なくとも８０％の同一性を有する配列の発現レ
ベルを決定するステップとを含み；それによって、配列番号１の相対的な存在量が、扁平
上皮細胞癌の存在を指し示す方法。
【請求項８】
　前記その他のＮＳＣＬＣが、肺腺癌である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも２つの核酸配列の発現レベルを決定するステップを含む、請求項７に記載の
方法。
【請求項１０】
　前記核酸配列の１つ又は複数の発現比を組み合わせるステップをさらに含む、請求項７
に記載の方法。
【請求項１１】
　発現レベルを、核酸ハイブリダイゼーション、核酸増幅、及びそれらの組合せからなる
群から選択された方法によって決定する、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　核酸ハイブリダイゼーションを、固相核酸バイオチップアレイ又はｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーションを使用して実施する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　核酸増幅の方法が、リアルタイムＰＣＲである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　リアルタイムＰＣＲの方法が、順方向プライマー及び逆方向プライマーを含む、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１５】
　順方向プライマーが、配列番号７～９のうちのいずれか１つからなる群から選択された
配列を含む、請求項１４に記載の方法。
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【請求項１６】
　リアルタイムＰＣＲの方法が、プローブをさらに含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　プローブが、配列番号１０～１２のうちのいずれか１つからなる群から選択された配列
を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　肺腺癌と大細胞癌腫とを見分けるための方法であって、対象から生物学的試料を得るス
テップと；前記試料中の、配列番号１３～３０からなる群から選択された１つ又は複数の
核酸配列、それらの断片、又はそれらに対して少なくとも８０％の同一性を有する配列の
発現レベルを決定するステップとを含み；それによって、前記核酸の相対的な存在量が、
大細胞癌腫の存在を指し示す方法。
【請求項１９】
　配列番号１０～１２、及びそれに対して少なくとも約８０％同一である配列からなる群
から選択された核酸配列を含むプローブを含む、ＮＳＣＬＣの分類のためのキット。
【請求項２０】
　配列番号７～９のうちのいずれか１つからなる群から選択された配列を含む順方向プラ
イマーをさらに含む、請求項１９に記載のキット。
【請求項２１】
　ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション解析を実施するための試薬を含む、請求項１９
に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、特定の型の肺癌と関係があるマイクロＲＮＡ分子、及びそれに関連
又は由来する種々の核酸分子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲ）が、広い範囲の生物学的な過程に対して重大な影響を
有する、重要な新規のクラスの制御ＲＮＡとして出現している。
【０００３】
　これらの小型（典型的には、１８～２４ヌクレオチド長）の非コードのＲＮＡ分子は、
タンパク質の発現パターンを、ＲＮＡの分解を促進することによって、ｍＲＮＡの翻訳を
阻害することによって、及びまた遺伝子の転写に影響を及ぼすことによっても調節するこ
とができる。ｍｉＲは、発生及び分化、細胞増殖のコントロール、ストレス応答、並びに
代謝等の様々な過程において中枢の役割を担う。多くのｍｉＲの発現が、多数の型のヒト
の癌において変化することが見出され、いくつかの場合においては、強力な証拠が、その
ような変化が腫瘍の進行における原因として働き得るという推測の裏付けとして提案され
ている。現在のところ、約７００個のヒトｍｉＲが知られており、その数は、おそらく８
００を超えるであろう。
【０００４】
　癌の分類は、典型的には、組織診断、細胞遺伝学、免疫組織化学、及び既知の生物学的
挙動に基づいた腫瘍のグループ化を利用している。次いで、癌の段階を考慮に入れた、腫
瘍を分類するために使用する病理学的診断を使用して、予後及び直接的な療法を予測する
。しかし、癌を分類し、段階付ける現在の方法は、完全には信頼できない。
【０００５】
　肺癌は、最も一般的な癌の１つであり、全世界で、癌に関連する死亡の主要な原因とな
っている。科学者達は、特定の肺癌のバイオマーカー、並びに診断、治療及び予後におけ
るそれらの可能な役割の探索に懸命に努力している。
【０００６】
　正確な診断を下す、具体的には、肺扁平上皮癌と、これに限定されないが、肺腺癌等の
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その他の非小細胞肺癌腫（ＮＳＣＬＣ）とを見分けることは、療法の選択に当たって実際
的な重要性を有する。重度の又は致命的な出血が、ベバシズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ）療法
を受ける肺扁平上皮癌患者に対する黒枠警告となっている。現在のところ、扁平上皮性Ｎ
ＳＣＬＣを非扁平上皮性ＮＳＣＬＣと識別するための客観的な標準化された試験はない。
【０００７】
　種々のＮＳＣＬＣの早期検出及び正確な診断のためのバイオマーカーの探求は、ほとん
ど成功していない。固有の腫瘍マーカーの発見及び特徴付けに大きな重点が置かれている
。しかし、適切な感度又は特異性を有して、臨床的に有用であるマーカーは同定されてい
ないが、複数のマーカーの組合せが、診断の精度を向上させることが示されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　肺扁平上皮細胞癌とその他のＮＳＣＬＣとを見分けるための信頼できる方法が依然とし
て求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、特定の肺癌の同定、分類及び診断において使用するための特異的な核酸配列
を提供する。核酸配列はまた、予後マーカーとして、生物学的試料中のそれらの発現パタ
ーンに基づいた、対象の予後の評価のために使用することもできる。
【００１０】
　本発明はＮＳＣＬＣを分類する方法をさらに提供し、この方法は、対象から生物学的試
料を得るステップと；前記試料中の、配列番号１～５、１３～３０からなる群から選択さ
れた核酸配列、その断片、又はそれに対して少なくとも約８０％の同一性を有する配列の
相対的な存在量を測定するステップと；前記得られた測定値を、前記核酸の存在量を示す
基準の数と比較するステップとを含み；それによって、前記核酸配列の示差的な発現が、
前記ＮＳＣＬＣの分類を可能にする。
【００１１】
　いくつかの実施形態によれば、前記生物学的試料は、体液、細胞系及び組織試料からな
る群から選択される。いくつかの実施形態によれば、前記組織は、新鮮組織、凍結組織、
固定組織、ロウ包埋組織又はホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織である。１
つの実施形態によれば、組織試料は、肺試料である。
【００１２】
　いくつかの実施形態によれば、前記ＮＳＣＬＣは、肺扁平上皮細胞癌、肺腺癌、及び肺
未分化大細胞癌腫からなる群から選択される。いくつかの実施形態によれば、前記肺未分
化大細胞癌腫は、肺扁平上皮細胞癌又は腺癌に由来する。
【００１３】
　本発明は、肺扁平上皮細胞癌とその他のＮＳＣＬＣとを見分けるための方法をさらに提
供し、この方法は、対象から生物学的試料を得るステップと；前記試料中の、配列番号１
～５からなる群から選択された核酸配列、その断片、又はそれに対して少なくとも８０％
の同一性を有する配列の発現レベルを決定するステップとを含み；それによって、配列番
号１の相対的な存在量が、扁平上皮細胞癌の存在を指し示す。
【００１４】
　いくつかの実施形態によれば、前記その他のＮＳＣＬＣは、肺腺癌である。
【００１５】
　いくつかの実施形態によれば、当該方法は、少なくとも２つの核酸配列の発現レベルを
決定するステップを含む。いくつかの実施形態によれば、当該方法は、１つ又は複数の発
現比を組み合わせるステップをさらに含む。いくつかの実施形態によれば、発現レベルを
、核酸ハイブリダイゼーション、核酸増幅、及びそれらの組合せからなる群から選択され
た方法によって決定する。いくつかの実施形態によれば、核酸ハイブリダイゼーションを
、固相核酸バイオチップアレイを使用して実施する。特定の実施形態によれば、核酸ハイ
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ブリダイゼーションを、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを使用して実施する。そ
の他の実施形態によれば、核酸増幅の方法は、リアルタイムＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）であ
る。１つの実施形態によれば、前記リアルタイムＰＣＲは、定量的リアルタイムＰＣＲ（
ｑＲＴ－ＰＣＲ）である。
【００１６】
　いくつかの実施形態によれば、ＲＴ－ＰＣＲの方法は、順方向プライマー及び逆方向プ
ライマーを含む。その他の実施形態によれば、順方向プライマーは、配列番号７～９のう
ちのいずれか１つからなる群から選択された配列を含む。いくつかの実施形態によれば、
リアルタイムＰＣＲの方法は、プローブを用いるハイブリダイゼーションをさらに含む。
【００１７】
　その他の実施形態によれば、プローブは、配列番号１０～１２のうちのいずれか１つか
らなる群から選択された配列を含む。
【００１８】
　本発明は、肺腺癌と大細胞癌腫とを見分けるための方法をさらに提供し、この方法は、
対象から生物学的試料を得るステップと；前記試料中の、配列番号１３～３０からなる群
から選択された１つ又は複数の核酸配列、それらの断片、又はそれらに対して少なくとも
８０％の同一性を有する配列の発現レベルを決定するステップとを含み；それによって、
前記核酸の相対的な存在量が、大細胞癌腫の存在を指し示す。
【００１９】
　本発明は、ＮＳＣＬＣの分類のためのキットをさらに提供し、前記キットは、配列番号
１０～１２のうちのいずれか１つ、及びそれに対して少なくとも約８０％の同一性を有す
る配列からなる群から選択された核酸配列を含むプローブを含む。その他の実施形態によ
れば、キットは、配列番号７～９のうちのいずれか１つからなる群から選択された配列を
含む順方向プライマーをさらに含む。いくつかの実施形態によれば、キットは、特定のＮ
ＣＳＬＣの診断において１つ又は複数の発現比を使用するための指示をさらに含む。いく
つかの実施形態によれば、前記キットは、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション解析を
実施するための試薬を含む。
【００２０】
　本発明のこれら及びその他の実施形態が、以下の図、説明及び特許請求の範囲を併せる
と明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】腺癌（丸）又は扁平上皮細胞癌（三角）に由来する肺試料における、バイオチッ
プアレイに基づいたｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（配列番号１）の正規化した発現レベルを示
すグラフである。試料を、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５の発現レベルに従ってソートする。ｘ
軸は、ソートした試料であり、ｙ軸は、正規化した発現レベルである。Ｔ－検定のｐ値：
９．４７３５ｅ－００７。
【図２】２つの肺試料セット：腺癌及び扁平上皮細胞癌における、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０
５の正規化したシグナルの平均及び標準誤差（ＳＴＤ／平方根（ｎ））を示すグラフであ
る。
【図３】扁平上皮細胞癌に由来する肺試料と腺癌に由来する肺試料とを比較した、ｍｉＲ
－２０５の感度及び特異性を示す表である。扁平上皮細胞癌の検出の感度は、１００％（
９／９）であり、特異性は、８４．２％（１６／１９）である。
【図４】実施例３で説明した、ｈｓａ－ｍｉＲ－２１（配列番号２）、Ｕ６（配列番号３
）のｑＲＴ－ＰＣＲによる発現レベルによって正規化した、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（配
列番号１）のｑＲＴ－ＰＣＲによる発現レベル、及び最終スコアの閾値を使用した場合の
、肺扁平上皮細胞癌に由来する試料（アステリスク）と、その他のＮＣＳＬＣに由来する
試料（楕円）との間の完全な分離を示すグラフである。黒色の実線は、閾値を示す。黒色
の破線は、低い信頼度の領域の境界線を示す。
【図５】ｈｓａ－ｍｉｒ－２０５のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによる検出を
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示す写真である。肺扁平上皮細胞癌の切片の平行な切片の顕微鏡写真を、ｈｓａ－ｍｉＲ
－２０５に特異的なプローブ（Ａ）及び対照の（スクランブルした）プローブ（Ｂ）とハ
イブリダイズさせた。
【図６】腺癌（丸）又は大細胞癌腫（三角）に由来する肺試料における、ｈｓａ－ｍｉＲ
－５１３（配列番号１３）の正規化した発現レベルを示すグラフである。試料を、ｈｓａ
－ｍｉＲ－５１３の発現レベルに従ってソートする。ｘ軸は、ソートした試料であり、ｙ
軸は、正規化した発現レベルである。Ｔ－検定のｐ値：６．１４４４ｅ－００５。
【図７】２つの肺試料セット：腺癌及び大細胞癌腫における、ｈｓａ－ｍｉＲ－５１３の
正規化したシグナルの平均及び標準誤差（ＳＴＤ／平方根（ｎ））を示すグラフである。
【図８】腺癌及び大細胞癌腫に由来する肺試料におけるｈｓａ－ｍｉＲ－５１３のシグナ
ルを示す表である。閾値未満のシグナルは、腺癌である。腺癌の検出の感度は、９４．７
％（１８／１９）であり、シグナルの特異性は、８５．７％（６／７）である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明は、特異的な核酸配列（配列番号１～５、１３～３０）を、特定の肺癌の同定、
分類及び診断のために使用することができるという発見に基づく。
【００２３】
　本発明は、肺扁平上皮癌とその他のＮＳＣＬＣとを見分けるために使用することができ
る高感度で、特異的且つ正確な方法を提供する。本発明の方法は、高い感度及び特異性を
有する。肺扁平上皮細胞癌と、肺腺癌又は肺大細胞癌腫等のその他のＮＳＣＬＣとを見分
けることが可能になれば、最良で且つ最適な治療の患者への提供が促進されることになる
。
【００２４】
　定義
　本組成物及び方法を開示及び説明する前に、本明細書で使用する用語法は、特定の実施
形態を説明するためのものに過ぎず、制限するものではないことを理解されたい。明細書
及び添付の特許請求の範囲において使用する場合、単数の形態である「ａ」、「ａｎ」及
び「ｔｈｅ」は、文脈からそうではないことが明確に分かる場合以外は、複数の指示対象
を包含することに留意しなければならない。
【００２５】
　本明細書において数の範囲を列挙する場合、それらの間に介在する数のそれぞれが、同
一の程度の細密さで明確に企図される。例えば、６～９の範囲の場合、７及び８の数も、
６及び９に加えて企図され、６．０～７．０の範囲の場合、６．０、６．１、６．２、６
．３、６．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９及び７．０の数が、明確に企図
される。
【００２６】
　異常な増殖
　本明細書で使用する場合、「異常な増殖」という用語は、正常な、適切な又は予想され
る経過から逸脱する細胞の増殖を意味する。例えば、異常な細胞の増殖として、ＤＮＡ又
はその他の細胞構成成分が損傷又は欠損している細胞の不適切な増殖を挙げることができ
る。異常な細胞の増殖として、その特徴が、不適切に高いレベルの細胞分裂、不適切に低
いレベルのアポトーシス若しくは両方が引き起した、それらが媒介した、又はそれらに至
る徴候と関係がある細胞の増殖を挙げることができる。そのような徴候は、例えば、癌性
であっても若しくは非癌性であっても、又は良性であっても若しくは悪性であっても、単
一若しくは複数の局所的な、細胞、細胞群又は（１つ若しくは複数の）組織の異常増殖に
よって特徴付けることができる。
【００２７】
　約
　本明細書で使用する場合、「約」という用語は、＋／－１０％を指す。
【００２８】
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　アンチセンス
　本明細書で使用する場合、「アンチセンス」という用語は、特異的なＤＮＡ配列又はＲ
ＮＡ配列に対して相補的であるヌクレオチド配列を指す。「アンチセンス鎖」という用語
は、「センス」鎖に対して相補的である核酸鎖に関して使用する。アンチセンス分子は、
対象とする（１つ又は複数の）遺伝子を、相補鎖の合成を可能にするウイルスプロモータ
ーに、逆方向に連結させることによる合成をはじめとする、任意の方法によって生成する
ことができる。細胞内に導入されたら、こうして転写された鎖は、細胞が生成した天然の
配列と組み合わさって、二重鎖を形成する。次いで、これらの二重鎖は、その後の転写又
は翻訳のいずれかを遮断する。この様式で、変異した表現型を生成することができる。
【００２９】
　結び付けた
　本明細書で使用する場合、「結び付けた」又は「固定化した」は、プローブ及び固体の
支持体を指し、プローブと固体の支持体との間の結合が、結合、洗浄、解析及び除去の条
件下で十分に安定であることを意味することができる。結合は、共有結合であっても、又
は非共有結合であってもよい。共有結合は、プローブと固体の支持体との間に直接形成さ
せてもよく、そうでなければクロスリンカーによって、或いは固体の支持体若しくはプロ
ーブのいずれか、又は両方の上の特異的な反応性の基の内包によって形成させてもよい。
非共有結合は、静電気的相互作用、親水性相互作用及び疎水性相互作用のうちの１つ又は
複数であってよい。ストレプトアビジン等の分子を支持体に共有結合により結び付け、且
つビオチン標識したプローブをストレプトアビジンに非共有結合により結合させることは
、非共有結合として挙げられる。固定化にはまた、共有結合による相互作用と非共有結合
による相互作用との組合せが関与する場合もある。
【００３０】
　生物学的試料
　本明細書で使用する場合、「生物学的試料」は、核酸を含む生物学的な組織又は流体の
試料を意味する。そのような試料として、これらに限定されないが、対象から単離した組
織又は流体が挙げられる。生物学的試料としてまた、生検試料及び剖検試料等の組織切片
、ＦＦＰＥ試料、組織学的な目的で得た凍結切片、血液、血漿、血清、痰、便、涙液、粘
液、毛髪、及び皮膚も挙げられる。生物学的試料はまた、動物又は患者の組織に由来する
外植片並びに初代細胞及び／又は形質転換細胞の培養物も包含する。
【００３１】
　生物学的試料はまた、血液、血液画分、尿、浸出液、腹水、唾液、脳脊髄液、子宮頚部
の分泌物、膣の分泌物、子宮内膜の分泌、消化管の分泌物、気管支の分泌、痰、細胞系、
組織試料、又は乳房からの分泌物であってもよい。生物学的試料は、動物から細胞試料を
取り出すことによって提供することができるが、また、以前に単離した（例えば、別のヒ
トによって、別の時期に、及び／若しくは別の目的で単離した）細胞を使用することによ
って、又は本明細書に記載する方法をｉｎ　ｖｉｖｏにおいて実施することによっても達
成することができる。また、治療又は予後の履歴を有する組織等の記録保管されている組
織も使用することができる。
【００３２】
　癌
　「癌」という用語は、組織病理的な型又は侵襲性の段階に関わりなく、全ての型の癌性
の増殖若しくは癌化の過程、転移組織、又は悪性に形質転換した細胞、組織若しくは臓器
を包含することを意味する。癌の例として、これらに限定されないが、アプドーマ、分離
腫、鰓腫、悪性カルチノイド症候群、カルチノイド心疾患、癌腫（例えば、Ｗａｌｋｅｒ
、基底細胞、基底扁平、Ｂｒｏｗｎ－Ｐｅａｒｃｅ、管、Ｅｈｒｌｉｃｈ腫瘍、小細胞肺
、非小細胞肺（例えば、肺扁平上皮細胞癌、肺腺癌及び肺未分化大細胞癌）、燕麦細胞、
乳頭、細気管支、気管支原性、扁平上皮細胞及び移行細胞）、組織球性障害、白血病（例
えば、Ｂ細胞、混合細胞型、ヌル細胞、Ｔ細胞、Ｔ細胞慢性、ＨＴＬＶ－ＩＩ関連、リン
パ球性急性、リンパ球性慢性、肥満細胞及び骨髄性）、悪性組織球増殖症、ホジキン病、
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免疫増殖性小、非ホジキンリンパ腫、形質細胞腫、細網内皮症、メラノーマ；軟骨芽細胞
腫、軟骨腫、軟骨肉腫、線維腫、線維肉腫、巨細胞腫、組織球腫、脂肪腫、脂肪肉腫、中
皮腫、粘液腫、粘液肉腫、骨腫、骨肉腫、Ｅｗｉｎｇ肉腫、骨膜腫、腺線維腫、腺リンパ
腫、癌肉腫、脊索腫、頭蓋咽頭腫、未分化胚細胞腫、過誤腫、間葉細胞腫、中腎腫、筋肉
腫、エナメル上皮腫、セメント質腫、歯牙腫、奇形腫、胸腺腫、絨毛性腫瘍、腺癌、腺腫
、胆管腫、胆脂腫、円柱腫、嚢胞腺癌、嚢胞腺腫、顆粒膜細胞腫、半陰陽性卵巣腫瘍、肝
細胞腫、汗腺腫、膵島細胞腫瘍、Ｌｅｙｄｉｇ細胞腫、乳頭腫、Ｓｅｒｔｏｌｉ細胞腫、
莢膜細胞腫、平滑筋腫、平滑筋肉腫、筋芽細胞腫、筋肉腫、横紋筋腫、横紋筋肉腫、脳室
上衣腫、神経節腫、神経膠腫、髄芽腫、髄膜腫、神経鞘腫、神経芽腫、神経上皮腫、神経
線維腫、神経腫、傍神経節腫、非クロム親和性傍神経節腫、角化血管腫、好酸球増多を伴
う血管リンパ組織過形成、硬化性血管腫、血管腫症、グロムス血管腫、血管内皮腫、血管
腫、血管外皮腫、血管肉腫、リンパ管腫、リンパ管筋腫、リンパ管肉腫、松果体腫、癌肉
腫、軟骨肉腫、嚢胞肉腫、葉状、線維肉腫、血管肉腫、平滑筋肉腫、白血肉腫、脂肪肉腫
、リンパ管肉腫、筋肉腫、粘液肉腫、卵巣癌、横紋筋肉腫、肉腫（例えば、Ｅｗｉｎｇ、
実験的、Ｋａｐｏｓｉ及び肥満細胞）、神経線維腫症、及び子宮頚部異形成、並びに細胞
が不死化又は形質転換されているその他の状態をはじめとする、固形腫瘍及び白血病が挙
げられる。
【００３３】
　分類
　本明細書で使用する場合、「分類」は、個々の項目を、（形質、変数、特徴、特色等と
呼ばれる）当該項目に固有の１つ又は複数の特徴についての定量的な情報に基づき、且つ
統計学的なモデル及び／又は以前にラベルした項目のトレーニングセットに基づいて、群
又はクラスに配置する手順及び／又はアルゴリズムを指す。１つの実施形態によれば、分
類は、肺癌の型の決定を意味する。
【００３４】
　相補体
　本明細書で使用する場合、「相補体」又は「相補的な」は、ヌクレオチド間又は核酸分
子のヌクレオチド類似体間でワトソン－クリック塩基対（例えば、Ａ－Ｔ／Ｕ及びＣ－Ｇ
）又はフーグスティーン塩基対を形成することを意味する。完全な相補体又は完全に相補
的であるは、ヌクレオチド間又は核酸分子のヌクレオチド類似体間で１００％相補的な塩
基対を形成することを意味することができる。
【００３５】
　Ｃｔ
　本明細書で使用する場合、「Ｃｔ」は、ｑＲＴ－ＰＣＲのサイクル閾値を指し、これは
、蛍光が閾値を越える分別のサイクル数である。
【００３６】
　検出
　「検出」は、試料中の構成成分の存在を検出することを意味する。検出はまた、構成成
分が存在しないことを検出することも意味する。検出はまた、構成成分のレベルを、定量
的又は定性的のいずれかで測定することも意味する。
【００３７】
　示差的発現
　「示差的発現」は、細胞及び組織の内部及びそれらの間の、時間的及び／又は細胞の遺
伝子発現パターンにおける定性的又は定量的な差を意味する。したがって、例えば、正常
組織と疾患組織とを比べて示差的に発現した遺伝子は、活性化又は不活性化をはじめとし
て、その発現が定性的に変化している場合がある。特定の状況下では、別の状況と比べて
、遺伝子のスイッチが入る又は切れる場合があり、したがって、２つ以上の状況の比較が
可能となる。定性的に制御される遺伝子は、ある状況又は細胞型の中では、標準的な技法
によって検出可能であり得る、ある発現パターンを示す場合がある。いくつかの遺伝子は
、１つの状況又は細胞型において発現するが、両方では発現しない場合がある。或いは発
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現の差は、調節される、上方制御されて転写物の量の増加に至る、又は下方制御されて転
写物の量の減少に至る点で、定量的である場合もある。発現が異なる程度は、発現アレイ
、定量的逆転写ＰＣＲ、ノーザン解析、リアルタイムＰＣＲ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーション及びリボヌクレアーゼ保護等の標準的な特徴付けの技法によって定量化する
のに十分に大きいことのみが必要である。
【００３８】
　発現比
　本明細書で使用する場合、「発現比」は、２つ以上の核酸の相対的な発現レベルを指し
、これは、生物学的試料中の対応する核酸の相対的な発現レベルを検出することによって
決定する。
【００３９】
　断片
　「断片」は、核酸又はポリペプチドの非完全長の部分を指すために、本明細書では使用
する。したがって、断片自体もまた、それぞれ、核酸又はポリペプチドである。
【００４０】
　遺伝子
　本明細書で使用する場合、「遺伝子」は、転写及び／若しくは翻訳の制御配列、並びに
／又はコード領域、並びに／又は非翻訳配列（例えば、イントロン、５’－及び３’－非
翻訳配列）を含む、天然の遺伝子（例えば、ゲノムの遺伝子）であっても、又は合成の遺
伝子であってもよい。遺伝子のコード領域は、アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配
列であっても、又はｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、触媒ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ若しくは
アンチセンスＲＮＡ等の機能性ＲＮＡであってもよい。遺伝子はまた、コード領域（例え
ば、エクソン及びｍｉＲＮＡ）に対応するｍＲＮＡ又はｃＤＮＡであってもよく、これは
、場合により、それらに連結している５’－又は３’－非翻訳配列を含む。遺伝子はまた
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて生成した増幅核酸分子であってもよく、これは、コード領域
の全部若しくは一部及び／又はそれらに連結している５’－若しくは３’－非翻訳配列を
含む。
【００４１】
　溝の結合剤／副溝の結合剤（ＭＧＢ）
　「溝の結合剤」及び／又は「副溝の結合剤」は、互換的に使用することができ、二本鎖
ＤＮＡの副溝に、典型的には配列特異的な様式ではまる小型分子を指す。副溝の結合剤は
、三日月様の形状をとり、したがって、しばしば水に置き換わって、二重らせんの副溝中
にぴったりはまることができる、長く平坦な分子であってよい。副溝に結合する分子は、
典型的には、フラン環、ベンゼン環又はピロール環等のねじれの自由を有する結合によっ
て接続されている、いくつかの芳香環を含む。副溝の結合剤は、ネトロプシン、ジスタマ
イシン、ベレニル（ｂｅｒｅｎｉｌ）、ペンタミジン及びその他の芳香族ジアミジン等の
抗生物質、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、ＳＮ６９９９、クロモマイシン及びミトラマイシ
ン等のａｕｒｅｏｌｉｃな抗腫瘍薬、ＣＣ－１０６５、ジヒドロシクロピロロインドール
トリペプチド（ＤＰＩ３）、１，２－ジヒドロ－（３Ｈ）－ピロロ［３，２－ｅ］インド
ール－７－カルボキシレート（ＣＤＰＩ３）、さらにそれらの内容が参照によって本明細
書に組み込まれているＮｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ，２ｄ　ｅｄ．、Ｂｌａｃｋｂｕｒｎ及びＧａｉｔ編、Ｏｘｆｏｒｄ　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９６並びにＰＣＴ出願公開第ＷＯ０３／０７８
４５０号に記載されているものをはじめとする、関連の化合物及び類似体であってよい。
副溝の結合剤は、プライマー、プローブ、ハイブリダイゼーションタグ相補体の構成成分
、又はそれらの組合せであってよい。副溝の結合剤は、それらが結び付いているプライマ
ー又はプローブのＴｍを上昇させることができ、そのようなプライマー又はプローブがよ
り高い温度で有効にハイブリダイズするのを可能にする。
【００４２】
　宿主細胞
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　本明細書で使用する場合、「宿主細胞」は、天然に存在する細胞であっても、又はベク
ターを含有することができ、当該ベクターの複製を支援することができる形質転換細胞で
あってもよい。宿主細胞は、培養細胞、外植片、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける細胞などであっ
てよい。宿主細胞は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）等の原核細胞であっても、又は酵母、昆虫
、両生類若しくは哺乳動物の細胞等、すなわちＣＨＯ及びＨｅＬａ等の真核細胞であって
もよい。
【００４３】
　同一性
　本明細書で使用する場合、「同一である」又は「同一性」は、２つ以上の核酸又はポリ
ペプチド配列の文脈においては、配列が、特定の領域にわたって同一である、特定のパー
セントの残基を有することを意味する。パーセントは、２つの配列を最適に整列させ、特
定の領域にわたって２つの配列を比較し、両方の配列中に同一の残基が存在する位置の数
を決定してマッチした位置の数を求め、マッチした位置の数を特定の領域中の位置の全数
で割り、結果に１００をかけて、配列同一性のパーセントを求めることによって計算する
ことができる。２つの配列が異なる長さであり又はアラインメントが１つ若しくは複数の
ずれた末端をもたらし、比較の特定の領域が単一の配列のみを包含する場合には、単一の
配列の残基を、計算の分母には含めるが、分子には含めない。ＤＮＡとＲＮＡとを比較す
る場合には、チミン（Ｔ）とウラシル（Ｕ）とを同等であるとみなしてよい。同一性は、
手作業で又はＢＬＡＳＴ若しくはＢＬＡＳＴ２．０等のコンピュータ配列アルゴリズムを
使用することによって実施することができる。
【００４４】
　ｉｎ　ｓｉｔｕにおける検出
　本明細書で使用する場合、「ｉｎ　ｓｉｔｕにおける検出」は、元々の部位における発
現又は発現レベルの検出を意味し、元々の部位とは、生検等の組織試料中の部位を意味す
る。
【００４５】
　標識
　本明細書で使用する場合、「標識」は、分光学的手段、光化学的手段、生化学的手段、
免疫化学的手段、化学的手段又はその他の物理学的手段によって検出可能な組成物を意味
する。例えば、有用な標識として、３２Ｐ、蛍光染料、高電子密度試薬、（例えば、ＥＬ
ＩＳＡ中で一般的に使用されるような）酵素、ビオチン、ジゴキシゲニン、又は検出可能
となすことができるハプテン及びその他の実体が挙げられる。標識は、核酸及びタンパク
質中に任意の位置において組み込むことができる。
【００４６】
　核酸
　本明細書で使用する場合、「核酸」又は「オリゴヌクレオチド」又は「ポリヌクレオチ
ド」は、共有結合によって一緒に連結されている少なくとも２つのヌクレオチドを意味す
る。一本鎖の描写はまた、相補鎖の配列も定義する。したがって、核酸はまた、描写した
一本鎖の相補鎖も包含する。核酸の多くの変異体を、所与の核酸と同一の目的で使用する
ことができる。したがって、核酸はまた、実質的に同一な核酸及びそれらの相補体も包含
する。一本鎖は、厳密なハイブリダイゼーション条件下で標的配列とハイブリダイズする
ことができるプローブをもたらす。したがって、核酸はまた、厳密なハイブリダイゼーシ
ョン条件下でハイブリダイズするプローブも包含する。
【００４７】
　核酸は、一本鎖若しくは二本鎖であってもよく、又は二本鎖配列及び一本鎖配列の両方
の部分を含んでもよい。核酸は、ＤＮＡ、すなわち、ゲノムＤＮＡ及びｃＤＮＡの両方で
あってもよく、ＲＮＡであってもよく、又はハイブリッドであってもよい。ハイブリッド
においては、核酸は、デオキシリボヌクレオチド及びリボヌクレオチドの組合せ、並びに
ウラシル、アデニン、チミン、シトシン、グアニン、イノシン、キサンチン、ヒポキサン
チン、イソシトシン及びイソグアニンをはじめとする、塩基の組合せを含有することがで
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きる。核酸は、化学的な合成方法によって又は組換えの方法によって得ることができる。
【００４８】
　核酸は、一般的には、リン酸ジエステル結合を含有するが、核酸として、少なくとも１
つの異なる連結、例えば、ホスホロアミデート、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエ
ート又はＯ－メチルホスホロアミダイトの連結、並びにペプチド核酸の骨格及び連結を有
する場合がある核酸類似体を挙げることができる。その他の類似体核酸として、参照によ
って組み込まれている米国特許第５，２３５，０３３号及び第５，０３４，５０６号に記
載されているものをはじめとする、正の骨格を有するもの；非イオン性の骨格を有するも
の、及び非リボース骨格を有するものが挙げられる。１つ又は複数の天然には存在しない
ヌクレオチド又は改変されたヌクレオチドを含有する核酸もまた、核酸の１つの定義の範
囲に包含される。改変されたヌクレオチド類似体は、例えば、核酸分子の５’－末端及び
／又は３’－末端に位置することができる。ヌクレオチド類似体の代表的な例は、糖又は
骨格が改変されたリボヌクレオチドから選択することができる。しかし、また、ヌクレオ
ベース改変リボヌクレオチド、すなわち、天然に存在するヌクレオベースの代わりに天然
には存在しないヌクレオベースを含有するリボヌクレオチド、具体的には、５位において
改変されたウリジン又はシチジン、例えば、５－（２－アミノ）プロピルウリジン、５－
ブロモウリジン；８位において改変されたアデノシン及びグアノシン、例えば、８－ブロ
モグアノシン；デアザヌクレオチド、例えば、７－デアザアデノシン；Ｏ－及びＮ－アル
キル化ヌクレオチド、例えば、Ｎ６－メチルアデノシンも適切であることに留意しなけれ
ばならない。２’－ＯＨ基は、Ｈ、ＯＲ、Ｒ、ハロ、ＳＨ、ＳＲ、ＮＨ２、ＮＨＲ、ＮＲ

２又はＣＮから選択された基によって置換することができ、但し、Ｒは、Ｃ１～Ｃ６のア
ルキル、アルケニル又はアルキニルであり、ハロは、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ又はＩである。改変
されたヌクレオチドとしてまた、例えば、参照によって本明細書に組み込まれているＫｒ
ｕｔｚｆｅｌｄｔら、Ｎａｔｕｒｅ　４３８：６８５－６８９（２００５）及びＳｏｕｔ
ｓｃｈｅｋら、Ｎａｔｕｒｅ　４３２：１７３－１７８（２００４）に記載されているヒ
ドロキシプロリノール連結を介してコレステロールとコンジュゲートしたヌクレオチドも
挙げることができる。リボース－リン酸骨格は、多様な理由で、例えば、そのような分子
の生理環境における安定性及び半減期を向上させるために、細胞膜を介する拡散を増強さ
せるために、又はバイオチップ上のプローブとして改変することができる。骨格の改変は
また、細胞のエンドサイトーシスの厳しい環境等における分解に対する抵抗性を増強させ
ることもできる。骨格の改変はまた、肝臓等における肝細胞による核酸のクリアランスを
低下させることもできる。天然に存在する核酸と類似体との混合物を作製してよく；或い
は異なる核酸類似体の混合物、及び天然に存在する核酸と類似体との混合物を作製しても
よい。
【００４９】
　プローブ
　本明細書で使用する場合、「プローブ」は、１つ又は複数の型の化学的な結合により、
通常は相補的な塩基の対の形成、すなわち、通常は水素結合の形成により、相補的な配列
の標的核酸に結合することができるオリゴヌクレオチドを意味する。プローブは、ハイブ
リダイゼーション条件の厳密度に依存して、プローブ配列に対する完全な相補性には欠け
る標的配列に結合することができる。標的配列と本明細書に記載する一本鎖の核酸との間
におけるハイブリダイゼーションを妨げる任意の数の塩基対のミスマッチがあってよい。
しかし、変異の数が非常に多いので、最も低い厳密度のハイブリダイゼーション条件下で
あっても、ハイブリダイゼーションを起こすことができない場合には、当該配列は、相補
的な標的配列とはならない。プローブは、一本鎖であっても、又は部分的に一本鎖であり
且つ部分的に二本鎖であってもよい。プローブの鎖の状態は、標的配列の構造、組成及び
特性によって決定付けられる。プローブは、ストレプトアビジン複合体が後に結合するこ
とができるビオチンを用いて等、直接的に標識しても、又は間接的に標識してもよい。
【００５０】
　プロモーター



(12) JP 2010-519899 A 2010.6.10

10

20

30

40

50

　本明細書で使用する場合、「プロモーター」は、細胞中で、核酸の発現を、もたらす、
活性化する、又は増強することができる合成又は天然に由来する分子を意味する。プロモ
ーターは、１つ又は複数の特異的な転写制御配列を含んで、さらに、発現を増強し、且つ
／又は空間的な発現及び／若しくは時間的な発現も変化させることができる。プロモータ
ーはまた遠位のエンハンサーエレメント又はリプレッサーエレメントを含むこともでき、
これらは、転写開始部位から数千塩基対も離れて位置する場合がある。プロモーターは、
ウイルス、細菌、真菌、植物、昆虫及び動物をはじめとする源に由来することができる。
プロモーターは、遺伝子の構成成分の発現を、構成的に、或いは発現が生じる細胞、組織
若しくは臓器に関して、又は発現が生じる発生段階に関して、又は生理的なストレス、病
原体、金属イオン若しくは誘発剤等の外部刺激に応答して示差的に制御することができる
。
【００５１】
　プロモーターの代表的な例として、バクテリオファージＴ７のプロモーター、バクテリ
オファージＴ３のプロモーター、ＳＰ６プロモーター、ｌａｃオペレーター－プロモータ
ー、ｔａｃプロモーター、ＳＶ４０後期プロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター、ＲＳ
Ｖ－ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ　ＩＥプロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター又はＳ
Ｖ４０後期プロモーター、及びＣＭＶ　ＩＥプロモーターが挙げられる。
【００５２】
　選択可能なマーカー
　本明細書で使用する場合、「選択可能なマーカー」は、宿主細胞上に表現型をもたらす
任意の遺伝子を意味し、この場合、遺伝子構築物を用いてトランスフェクト又は形質転換
する細胞の同定及び／又は選択を促進するために、当該遺伝子を発現させる。選択可能な
マーカーの代表的な例として、アンピシリン耐性遺伝子（ＡｍｐＩ）、テトラサイクリン
耐性遺伝子（ＴｃＩ）、細菌性カナマイシン耐性遺伝子（ＫａｎＩ）、ゼオシン（ｚｅｏ
ｃｉｎ）耐性遺伝子、抗生物質オーレオバシジＡに対する耐性をもたらすＡＵＲＩ－Ｃ遺
伝子、ホスフィノトリシン耐性遺伝子、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子（
ｎｐｔＩＩ）、ハイグロマイシン耐性遺伝子、ベータ－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）遺伝
子、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子、緑色蛍光タン
パク質（ＧＦＰ）－コード遺伝子、及びルシフェラーゼ遺伝子が挙げられる。
【００５３】
　厳密なハイブリダイゼーション条件
　本明細書で使用する場合、「厳密なハイブリダイゼーション条件」は、核酸の複合体混
合物等において、第１の核酸配列（例えば、プローブ）が第２の核酸配列（例えば、標的
）とハイブリダイズする条件を意味する。厳密な条件は、配列依存性であり、異なる状況
においては異なる。厳密な条件を選択して、特異的な配列の、規定されたイオン強度、ｐ
Ｈにおける融解温度（Ｔｍ）よりも約５～１０℃低い状態となすことができる。Ｔｍは、
平衡状態において、標的に対して相補的なプローブの５０％が標的配列とハイブリダイズ
する（規定されたイオン強度、ｐＨ及び核酸濃度下の）温度であってよい（Ｔｍにおいて
、標的配列が過剰に存在する場合、プローブの５０％が平衡状態において利用されている
）。
【００５４】
　厳密な条件は、塩濃度が、ｐＨ７．０から８．３において、約０．０１～１．０Ｍナト
リウムイオン等、約１．０Ｍ未満のナトリウム（又はその他の塩の）イオンの濃度であり
、温度が、短いプローブ（例えば、約１０～５０個のヌクレオチド）の場合には少なくと
も約３０℃であり、長いプローブ（例えば、約５０個超のヌクレオチド）の場合には少な
くとも約６０℃である条件であってよい。厳密な条件はまた、ホルムアミド等の不安定化
剤を添加して達成することもできる。選択的又は特異的なハイブリダイゼーションのため
には、正のシグナルが、バックグラウンドのハイブリダイゼーションの少なくとも２から
１０倍であってよい。例示的な厳密なハイブリダイゼーション条件として、以下のものが
挙げられる：５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ及び１％ＳＤＳ、４２℃でインキュベート
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し、又は５×ＳＳＣ、１％ＳＤＳ、６５℃でインキュベートし、０．２×ＳＳＣ及び０．
１％ＳＤＳ中、６５℃洗浄する。
【００５５】
　実質的に相補的である
　本明細書で使用する場合、「実質的に相補的である」は、第１の配列が、８、９、１０
、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、
２４、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８
５、９０、９５若しくは１００個以上のヌクレオチドの領域にわたって、第２の配列の相
補体と、少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％
、９７％、９８％若しくは９９％同一であること、又は２つの配列が、厳密なハイブリダ
イゼーション条件下でハイブリダイズすることを意味する。
【００５６】
　実質的に同一である
　本明細書で使用する場合、「実質的に同一である」は、第１の配列と第２の配列とが、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７
５、８０、８５、９０、９５又は１００個以上のヌクレオチド若しくはアミノ酸の領域に
わたって、少なくとも６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５
％、９７％、９８％若しくは９９％同一であること、又は核酸に関して、第１の配列が、
第２の配列の相補体に対して実質的に相補的である場合を意味する。
【００５７】
　対象
　本明細書で使用する場合、「対象」という用語は、哺乳動物を指し、ヒト及びその他の
哺乳動物の両方を包含する。本発明の方法は、好ましくは、ヒト対象に適用する。
【００５８】
　標的核酸
　本明細書で使用する場合、「標的核酸」は、別の核酸が結合することができる核酸又は
その変異体を意味する。標的核酸は、ＤＮＡ配列であってよい。標的核酸は、ＲＮＡであ
ってよい。標的核酸は、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ又はＰｉｗｉ－相
互作用ＲＮＡ、又はｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、又は抗ｍｉ
ＲＮＡを含むことができる。
【００５９】
　標的核酸は、標的ｍｉＲＮＡ結合部位又はその変異体を含むことができる。１つ又は複
数のプローブが、標的核酸に結合することができる。標的結合部位は、５～１００又は１
０～６０個のヌクレオチドを含むことができる。標的結合部位は、全部で５、６、７、８
、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２
２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０～４０、４０～５０、５０～６０
、６１、６２又は６３個のヌクレオチドを含むことができる。標的部位の配列は、それら
の内容が本明細書に組み込まれている米国特許出願第１１／３８４，０４９号、第１１／
４１８，８７０号又は第１１／４２９，７２０号に開示されている標的ｍｉＲＮＡ結合部
位の配列のうちの少なくとも５個のヌクレオチドを含むことができる。
【００６０】
　組織試料
　本明細書で使用する場合、組織試料は、組織生検から、関連の医術における当業者に周
知の方法を使用して得た組織である。本明細書で使用する場合、「癌の疑いがある」とい
う句は、医術における当業者によって癌性細胞を含有すると考えられている癌組織試料を
意味する。生検から試料を得るための方法として、腫瘤を肉眼で見分ける方法、顕微解剖
、レーザーに基づいた顕微解剖、又は当技術分野で既知の細胞を分離する方法が挙げられ
る。
【００６１】
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　変異体
　本明細書で使用する場合、核酸に関する「変異体」は、（ｉ）参照するヌクレオチド配
列の一部；（ｉｉ）参照するヌクレオチド配列の相補体若しくはその一部；（ｉｉｉ）参
照する核酸と実質的に同一である核酸、若しくはその相補体；又は（ｉｖ）厳密な条件下
で参照する核酸とハイブリダイズする核酸、その相補体、若しくはそれと実質的に同一で
ある配列を意味する。
【００６２】
　ベクター
　本明細書で使用する場合、「ベクター」は、複製の開始点を含有する核酸配列を意味す
る。ベクターは、プラスミド、バクテリオファージ、細菌性の人工染色体、又は酵母性の
人工染色体であってよい。ベクターは、ＤＮＡベクター又はＲＮＡベクターであってよい
。ベクターは、自己複製性の染色体外ベクター又は宿主ゲノム内に組み込まれるベクター
のいずれかであってよい。
【００６３】
　野生型
　本明細書で使用する場合、「野生型」の配列という用語は、その配列についての天然の
又は正常な機能を果たす配列の対立遺伝子の形態であるコード配列、非コード配列又はイ
ンターフェイス配列を指す。野生型の配列は、同族の配列の複数の対立遺伝子の形態を包
含し、例えば、野生型の配列の複数の対立遺伝子が、コード配列がコードするタンパク質
配列に対するサイレント又は保存的な変化をコードする場合がある。
【００６４】
　本発明は、ｍｉＲＮＡを、特異的な肺癌の同定、分類及び診断のために利用する。
【００６５】
　マイクロＲＮＡのプロセシング
　マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）をコードする遺伝子を転写させて、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ
として知られているｍｉＲＮＡの前駆体を産生させることができる。ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ
は、複数のｐｒｉ－ｍｉＲＮＡを含むポリシストロニックなＲＮＡの部分であり得る。ｐ
ｒｉ－ｍｉＲＮＡは、ステム及びループを有するヘアピン構造を形成することができる。
ステムはミスマッチした塩基を含むことができる。
【００６６】
　ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡのヘアピン構造は、Ｄｒｏｓｈａによって認識され得る。Ｄｒｏｓ
ｈａは、リボヌクレアーゼＩＩＩエンドヌクレアーゼである。Ｄｒｏｓｈａは、ｐｒｉ－
ｍｉＲＮＡ中の末端のループを認識し、ステムに入ってらせん約２巻きのところで切断し
て、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡとして知られている、６０－７０個のヌクレオチドの前駆体を産
生することができる。Ｄｒｏｓｈａは、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡを切断し、ＲＮａｓｅＩＩＩ
エンドヌクレアーゼに典型的な、ずれた切断部をもたらし、５’リン酸及び約２ヌクレオ
チドの３’オーバーハングを有するｐｒｅ－ｍｉＲＮＡステムループをもたらすことがで
きる。Ｄｒｏｓｈａ切断部位から伸長する、ステムのらせん約１巻き（約１０個のヌクレ
オチド）が、効率的なプロセシングに不可欠である場合がある。次いで、ｐｒｅ－ｍｉＲ
ＮＡは、Ｒａｎ－ＧＴＰ及び搬出受容体Ｅｘ－ｐｏｒｔｉｎ－５によって核から細胞質へ
能動的に輸送され得る。
【００６７】
　ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡは、Ｄｉｃｅｒによって認識され得る。Ｄｉｃｅｒもまた、リボヌ
クレアーゼＩＩＩエンドヌクレアーゼである。Ｄｉｃｅｒは、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの二本
鎖のステムを認識することができる。Ｄｉｃｅｒはまた、ステムループの基部における５
’リン酸及び３’オーバーハングを認識することもできる。Ｄｉｃｅｒは、ステムループ
の基部から、末端のループをらせん２巻き離れて切断して離し、追加の５’リン酸及び約
２ヌクレオチド３’オーバーハングを残すことができる。ミスマッチを含むことができる
、得られたｓｉＲＮＡ様二重鎖は、成熟したｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ＊として知られて
いる類似の大きさの断片を含む。ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ＊は、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ及
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びｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの向かい合ったアームに由来することができる。ｍｉＲＮＡ＊配列
は、クローン化ｍｉＲＮＡのライブラリー中に見出すことができるが、その頻度は典型的
には、ｍｉＲＮＡよりも低い。
【００６８】
　ｍｉＲＮＡは、最初は、ｍｉＲＮＡ＊と共に二本鎖の種として存在するが、最終的には
、一本鎖ＲＮＡとして、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）として知られてい
るリボ核タンパク質複合体中に組み込まれ得る。種々のタンパク質が、ＲＩＳＣを形成す
ることができ、これらは、ｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ＊の二重鎖に対する特異性、標的遺伝
子の結合部位、ｍｉＲＮＡの（抑制又は活性）活性、及びｍｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ＊の二
重鎖のいずれの鎖がＲＩＳＣ中に取り込まれるかに関する多様性をもたらすことができる
。
【００６９】
　ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ＊の二重鎖のｍｉＲＮＡ鎖が、ＲＩＳＣ中に取り込まれる場合
には、ｍｉＲＮＡ＊が除去され、分解され得る。ＲＩＳＣ中に取り込まれるｍｉＲＮＡ：
ｍｉＲＮＡ＊の二重鎖の鎖は、５’末端の対形成の堅固さの程度が低い鎖であってよい。
ｍｉＲＮＡ：ｍｉＲＮＡ＊の両方の末端が、ほぼ同等の５’の対形成を有する場合には、
ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ＊の両方が、遺伝子サイレンシングの活性を有することができ
る。
【００７０】
　ＲＩＳＣは、標的核酸を、ｍｉＲＮＡとｍＲＮＡとの間の高いレベルの相補性に基づい
て、特にｍｉＲＮＡのヌクレオチド２～７により同定することができる。動物においては
、ｍｉＲＮＡとその標的との間の相互作用が、ｍｉＲＮＡの全長に沿うという１例が報告
されているに過ぎない。これは、ｍｉｒ－１９６及びＨｏｘ　Ｂ８について示されたもの
であり、その後、ｍｉｒ－１９６が、Ｈｏｘ　Ｂ８　ｍＲＮＡの切断を媒介することが示
された（Ｙｅｋｔａら、２００４、Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０４－５９４）。これ以外は、そ
のような相互作用は、植物においてのみ知られている（Ｂａｒｔｅｌ及びＢａｒｔｅｌ　
２００３、Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　１３２－７０９）。
【００７１】
　いくつかの研究は、翻訳の効率的な阻害を達成するための、ｍｉＲＮＡとそのｍＲＮＡ
標的との間における塩基対形成の要件を研究している（Ｂａｒｔｅｌ　２００４、Ｃｅｌ
ｌ　１１６－２８１によって総説されている）。哺乳動物細胞中では、ｍｉＲＮＡの最初
の８個のヌクレオチドが、重要である場合がある（Ｄｏｅｎｃｈ及びＳｈａｒｐ　２００
４　ＧｅｎｅｓＤｅｖ　２００４－５０４）。しかし、また、マイクロＲＮＡのその他の
部分がｍＲＮＡとの結合に参画する場合もある。さらに、３’における十分な塩基対形成
が、５’における不十分な塩基対形成を補うこともできる（Ｂｒｅｎｎｅｃｋｅら、２０
０５　ＰＬｏＳ　３－ｅ８５）。
【００７２】
　全ゲノム上でのｍｉＲＮＡの結合を解析した計算研究から、標的結合における、ｍｉＲ
ＮＡの５’における塩基２～７の特異的な役割が示唆されているが、また、通常は「Ａ」
であることが見出される、最初のヌクレオチドの役割も認識された（Ｌｅｗｉｓら、２０
０５　Ｃｅｌｌ　１２０－１５）。同様に、Ｋｒｅｋらは、ヌクレオチド１～７又は２～
８を使用して、標的を同定及び確認した（２００５、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　３７－４９５
）。
【００７３】
　ｍＲＮＡ中の標的部位は、５’ＵＴＲ、３’ＵＴＲにおいてであっても、又はコード領
域においてであってもよい。興味深いことに、複数のｍｉＲＮＡが、同一のｍＲＮＡ標的
を、同一又は複数の部位を認識することによって制御する場合がある。最も遺伝子的に同
定されている標的における複数のｍｉＲＮＡ結合部位の存在から、複数のＲＩＳＣの共同
作用が最も効率的な翻訳阻害をもたらすことが暗示され得る。
【００７４】
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　ｍｉＲＮＡは、ＲＩＳＣを指揮して、遺伝子発現を、ｍＲＮＡの切断又は翻訳抑制の２
つ機構のうちのいずれかによって下方制御することができる。ｍＲＮＡが、ｍｉＲＮＡに
対して特定の程度の相補性を有する場合には、ｍｉＲＮＡは、ｍＲＮＡの切断を特定する
ことができる。ｍｉＲＮＡが切断を導く場合には、切断は、ｍｉＲＮＡの残基１０及び１
１に対して対形成しているヌクレオチドとヌクレオチドとの間でなされる場合がある。或
いはｍｉＲＮＡが、ｍｉＲＮＡに対して必要とされる程度の相補性を有しない場合には、
ｍｉＲＮＡは、翻訳を抑制する場合もある。翻訳の抑制は、動物においてより多く見られ
る場合がある。これは、動物では、ｍｉＲＮＡと結合部位との間の相補性の程度がより低
い場合があるからである。
【００７５】
　ｍｉＲＮＡとｍｉＲＮＡ＊との任意の対の５’末端及び３’末端は、多様性であり得る
ことに留意しなければならない。この多様性は、切断部位に関するＤｒｏｓｈａ及びＤｉ
ｃｅｒの酵素によるプロセシングの多様性に起因し得る。ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ＊の
５’末端及び３’末端の多様性はまた、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ及びｐｒｅ－ｍｉＲＮＡのス
テム構造中のミスマッチにも起因し得る。ステム鎖のミスマッチが、異なるヘアピン構造
の集団をもたらす場合がある。ステム構造の多様性はまた、Ｄｒｏｓｈａ及びＤｉｃｅｒ
による切断の産物における多様性をもたらす場合もある。
【００７６】
　核酸
　本明細書では、核酸を提供する。核酸は、配列番号１～３０又はそれらの変異体の配列
を含む。変異体は、参照するヌクレオチド配列の相補体であってよい。変異体はまた、参
照するヌクレオチド配列と実質的に同一であるヌクレオチド配列、又はその相補体であっ
てもよい。変異体はまた、厳密な条件下で参照するヌクレオチド配列とハイブリダイズす
るヌクレオチド配列、その相補体、又はそれと実質的に同一であるヌクレオチド配列であ
ってもよい。
【００７７】
　核酸は、１０から２５０までのヌクレオチド長を有することができる。核酸は、少なく
とも１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２
、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、５０、６０、
７０、８０、９０、１００、１２５、１５０、１７５、２００又は２５０のヌクレオチド
長を有することができる。核酸は、合成してもよく、又は細胞中で（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ若
しくはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて）本明細書に記載する合成遺伝子を使用して発現させても
よい。核酸は、一本鎖分子として合成し、実質的に相補的な核酸とハイブリダイズさせて
、二重鎖を形成させることができる。核酸は、細胞、組織若しくは臓器に、一本鎖若しく
は二本鎖の形態で導入する場合もあり、又は参照によって組み入れられている米国特許第
６，５０６，５５９号に記載されているものをはじめとする、当業者に周知の方法を使用
して合成遺伝子によって発現させることが可能である場合もある。
【００７８】
　核酸複合体
　核酸は、以下のうちの１つ又は複数をさらに含むことができる：ペプチド、タンパク質
、ＲＮＡ－ＤＮＡのハイブリッド、抗体、抗体断片、Ｆａｂ断片及びアプタマー。
【００７９】
　ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ
　核酸は、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ又はその変異体の配列を含むことができる。ｐｒｉ－ｍｉ
ＲＮＡ配列は、４５～３０，０００、５０～２５，０００、１００～２０，０００、１，
０００～１，５００又は８０～１００個のヌクレオチドを含むことができる。ｐｒｉ－ｍ
ｉＲＮＡの配列は、本明細書に記載するｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ
＊、並びにそれらの変異体を含むことができる。ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡの配列は、配列番号
１～２、４～５、１３～３０又はそれらの変異体の配列を含むことができる。
【００８０】
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　ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡは、ヘアピン構造を形成することができる。ヘアピン構造は、実質
的に相補的である第１の核酸配列及び第２の核酸配列を含むことができる。第１の核酸配
列及び第２の核酸配列は、３７～５０個のヌクレオチドであってよい。第１の核酸配列と
第２の核酸配列とは、８～１２個のヌクレオチドの第３の配列によって隔たる場合がある
。ヘアピン構造は、その内容が本明細書に組み込まれているＨｏｆａｃｋｅｒら、Ｍｏｎ
ａｔｓｈｅｆｔｅ　ｆ．Ｃｈｅｍｉｅ　１２５：１６７－１８８（１９９４）に記載され
ている、Ｖｉｅｎｎａアルゴリズムによって、デフォルトパラメータを用いて計算した場
合、－２５Ｋｃａｌ／モル未満の自由エネルギーを有することができる。ヘアピンは、４
～２０、８～１２又は１０個のヌクレオチドの末端のループを含むことができる。ｐｒｉ
－ｍｉＲＮＡは、少なくとも１９％のアデノシンヌクレオチド、少なくとも１６％のシト
シンヌクレオチド、少なくとも２３％のチミンヌクレオチド、及び少なくとも１９％のグ
アニンヌクレオチドを含むことができる。
【００８１】
　ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ
　核酸はまた、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ又はその変異体の配列を含むこともできる。ｐｒｅ－
ｍｉＲＮＡ配列は、４５～９０、６０～８０又は６０～７０個のヌクレオチドを含むこと
ができる。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの配列は、本明細書に記載するｍｉＲＮＡ及びｍｉＲＮＡ
＊を含むことができる。ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの配列はまた、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡの５’末
端及び３’末端から０～１６０個のヌクレオチドを排除したｐｒｉ－ｍｉＲＮＡの配列で
あってもよい。ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡの配列は、配列番号１～２、４～５、１３～３０又は
それらの変異体の配列を含むことができる。
【００８２】
　ｍｉＲＮＡ
　核酸はまた、（ｍｉＲＮＡ＊を含めた）ｍｉＲＮＡ又はその変異体の配列も含むことが
できる。ｍｉＲＮＡの配列は、１３～３３、１８～２４又は２１～２３個のヌクレオチド
を含むことができる。ｍｉＲＮＡはまた、全部で少なくとも５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２
４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７
、３８、３９又は４０個のヌクレオチドを含むこともできる。ｍｉＲＮＡの配列は、ｐｒ
ｅ－ｍｉＲＮＡの最初の１３～３３個のヌクレオチドであってよい。ｍｉＲＮＡの配列は
また、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡの最後の１３～３３個のヌクレオチドであってもよい。ｍｉＲ
ＮＡの配列は、配列番号１～２、１３～２１又はそれらの変異体の配列を含むことができ
る。
【００８３】
　抗ｍｉＲＮＡ
　核酸はまた、ｐｒｉ－ｍｉＲＮＡ、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ若しくはｍｉＲＮ
Ａ＊に結合することによって（例えば、アンチセンス若しくはＲＮＡサイレンシング）、
又は標的結合部位に結合することによって等、ｍｉＲＮＡ又はｍｉＲＮＡ＊の活性を遮断
することができる抗ｍｉＲＮＡの配列を含むこともできる。抗ｍｉＲＮＡは、全部で５～
１００又は１０～６０個のヌクレオチドを含むことができる。抗ｍｉＲＮＡはまた、全部
で少なくとも５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３
１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９又は４０個のヌクレオチドを含む
こともできる。抗ｍｉＲＮＡの配列は、（ａ）ｍｉＲＮＡの５’に対して実質的に同一若
しくは相補的である少なくとも５個のヌクレオチド、及びｍｉＲＮＡの５’末端側の標的
部位の隣接領域に対して実質的に相補的である少なくとも５～１２個のヌクレオチド、又
は（ｂ）ｍｉＲＮＡの３’に対して実質的に同一若しくは相補的である少なくとも５～１
２個のヌクレオチド、及びｍｉＲＮＡの３’末端側の標的部位の隣接領域に対して実質的
に相補的である少なくとも５個のヌクレオチドを含むことができる。抗ｍｉＲＮＡの配列
は、配列番号１～２、４～５、１３～３０の相補体、又はそれらの変異体を含むことがで
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きる。
【００８４】
　標的結合部位
　核酸はまた、マイクロＲＮＡの標的結合部位の配列、又はその変異体を含むこともでき
る。標的部位の配列は、全部で５～１００又は１０～６０個のヌクレオチドを含むことが
できる。標的部位の配列はまた、全部で少なくとも５、６、７、８、９、１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５
、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、
３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５
２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２又は６３個のヌクレ
オチドを含むこともできる。標的部位の配列は、配列番号１～２、４～５又は１３～３０
の配列のうちの少なくとも５個のヌクレオチドを含むことができる。
【００８５】
　合成遺伝子
　また、転写及び／又は翻訳の制御配列に動作可能に連結している、本明細書に記載する
核酸を含む合成遺伝子も提供する。合成遺伝子は、本明細書に記載する核酸に対する結合
部位を有する標的遺伝子の発現を改変することが可能である場合がある。標的遺伝子の発
現は、細胞、組織又は臓器において改変することができる。合成遺伝子は、合成してもよ
く、又は天然に存在する遺伝子から、標準的な組換えの技法によって引き出してもよい。
合成遺伝子はまた、合成遺伝子の配列の転写単位の３’末端において転写終結区を含むこ
ともできる。合成遺伝子はまた、選択可能なマーカーを含むこともできる。
【００８６】
　ベクター
　また、本明細書に記載する合成遺伝子を含むベクターも提供する。ベクターは、発現ベ
クターであってよい。発現ベクターは、追加のエレメントを含むことができる。例えば、
発現ベクターは、２つの複製系を有することができ、当該発現ベクターを、２つの生物体
中、例えば、発現のための１つの宿主細胞中、並びにクローン化及び増幅のための第２の
宿主細胞（例えば、細菌）中で維持することが可能である。発現ベクターを組み込むため
には、発現ベクターは、宿主細胞のゲノムに対して相同である少なくとも１つの配列、好
ましくは、発現構築物に隣接する、２つの相同な配列を含有することができる。組み込み
型のベクターは、適切な相同配列を選択し、ベクター中に包含することよって、宿主細胞
中の特定の座位に導くことができる。ベクターはまた、選択可能なマーカー遺伝子を含む
こともでき、形質転換された宿主細胞の選択を可能にする。
【００８７】
　宿主細胞
　また、本明細書に記載するベクター、合成遺伝子又は核酸を含む宿主細胞も提供する。
細胞は、細菌、真菌、植物、昆虫又は動物の細胞であってよい。例えば、宿主細胞系は、
ＤＧ４４及びＤＵＸＢ１１（チャイニーズハムスター卵巣系統、ＤＨＦＲマイナス）、Ｈ
ＥＬＡ（ヒト子宮頚癌）、ＣＶＩ（サル腎臓系統）、ＣＯＳ（ＳＶ４０　Ｔ抗原を有する
ＣＶＩの誘導体）、Ｒ１６１０（チャイニーズハムスター線維芽細胞）、ＢＡＬＢＣ／３
Ｔ３（マウス線維芽細胞）、ＨＡＫ（ハムスター腎臓系統）、ＳＰ２／Ｏ（マウス骨髄腫
）、Ｐ３ｘ６３－Ａｇ３．６５３（マウス骨髄腫）、ＢＦＡ－１ｃ１ＢＰＴ（ウシ内皮細
胞）、ＲＡＪＩ（ヒトリンパ球）、及び２９３（ヒト腎臓）であってよい。宿主細胞系は
、商業サービス、ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ、又は公開されている文献から入手可能な場合がある。
【００８８】
　プローブ
　本明細書では、プローブを提供する。プローブは核酸を含むことができる。プローブは
、８から５００、１０から１００、又は２０から６０のヌクレオチド長を有することがで
きる。プローブはまた、少なくとも８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
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、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１４０、１
６０、１８０、２００、２２０、２４０、２６０、２８０又は３００のヌクレオチド長を
有することもできる。プローブは、１８～２５個のヌクレオチドの核酸を含むことができ
る。
【００８９】
　プローブは、１つ又は複数の型の化学的な結合により、通常は相補的な塩基の対の形成
、すなわち、通常は水素結合の形成により、相補的な配列の標的核酸に結合することが可
能である場合がある。プローブは、ハイブリダイゼーション条件の厳密度に依存して、プ
ローブ配列に対する完全な相補性には欠ける標的配列に結合することができる。プローブ
は、一本鎖であっても、又は部分的に一本鎖であり且つ部分的に二本鎖であってもよい。
プローブの鎖の状態は、標的配列の構造、組成及び特性によって決定付けられる。プロー
ブは、直接的に標識しても、又は間接的に標識してもよい。
【００９０】
　試験プローブ
　プローブは、試験プローブである場合がある。試験プローブは、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮ
Ａ＊、ｐｒｅ－ｍｉＲＮＡ、又はｐｒｉ－ｍｉＲＮＡに対して相補的である核酸配列を含
むことができる。試験プローブの配列は、配列番号１０～１２から選択することができる
。
【００９１】
　リンカー配列
　プローブは、リンカーをさらに含むことができる。リンカーは、１０～６０ヌクレオチ
ド長であってよい。
【００９２】
　リンカーは、２０～２７ヌクレオチド長であってよい。リンカーは、プローブが全体で
４５～６０ヌクレオチド長となることが可能となるのに十分な長さであってよい。リンカ
ーは、安定な二次構造を形成できない場合もあり、又はそれ自体では折り畳むことができ
ない場合もあり、又はプローブ中に含有される、核酸のリンカー以外の部分では折り畳む
ことができない場合もある。リンカーの配列は、プローブのリンカー以外の核酸が由来す
る動物のゲノム中には出現しない場合がある。
【００９３】
　逆転写
　ｃＤＮＡの標的配列を、標的ＲＮＡの逆転写によって生成することができる。ｃＤＮＡ
を生成するための方法は、ポリアデニル化されたＲＮＡ、又はそれに代わってアダプター
配列が連結しているＲＮＡを逆転写することであってよい。
【００９４】
　ＲＮＡに連結しているアダプター配列を使用する逆転写
　ＲＮＡは、逆転写に先立って、アダプター配列に連結することができる。連結反応は、
Ｔ４　ＲＮＡリガーゼによって実施して、アダプター配列をＲＮＡの３’末端において連
結することができる。次いで、逆転写（ＲＴ）反応を、アダプター配列の３’末端に対し
て相補的である配列を含むプライマーを使用して実施することができる。
【００９５】
　ＲＮＡに連結しているポリアデニル化配列を使用する逆転写
　ポリアデニル化ＲＮＡを、５’アダプター配列を含むポリ（Ｔ）プライマーを使用して
逆転写（ＲＴ）反応において使用することができる。ポリ（Ｔ）配列は、８、９、１０、
１１、１２、１３又は１４個の連続したチミンを含むことができる。逆転写プライマーは
、配列番号６を含むことができる。
【００９６】
　ＲＮＡのＲＴ－ＰＣＲ
　ＲＮＡの逆転写物は、リアルタイムＰＣＲによって、標的核酸に対して相補的な少なく
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とも１５個の核酸、及び５’テイル配列を含む特異的な順方向プライマー；アダプター配
列の３’末端に対して相補的な逆方向プライマー；並びに標的核酸に対して相補的な少な
くとも８個の核酸を含むプローブを使用して増幅することができる。プローブは、アダプ
ター配列の５’末端に対して部分的に相補的であってよい。
【００９７】
　標的核酸のＰＣＲ
　標的核酸を増幅する方法を、本明細書に記載する。ＰＣＲを含む方法によって、増幅す
ることができる。ＰＣＲ反応の第１のサイクルは、５６℃、５７℃、５８℃、５９℃又は
６０℃のアニーリングの温度を有してよい。第１のサイクルは、１～１０サイクルを含む
ことができる。ＰＣＲ反応の残りのサイクルは、６０℃であってよい。残りのサイクルは
、２～４０サイクルを含むことができる。アニーリングの温度によってＰＣＲの感度を高
めることができる。ＰＣＲは、より高い厳密度のＰＣＲ用の鋳型として働くことができる
より長い産物を生成することができる。
【００９８】
　順方向プライマー
　ＰＣＲ反応は、順方向プライマーを含むことができる。順方向プライマーは、標的核酸
と同一の１５、１６、１７、１８、１９、２０又は２１個のヌクレオチドを含むことがで
きる。
【００９９】
　順方向プライマーの３’末端は、標的核酸と同胞核酸との間の配列の違いに対して感受
性であってよい。
【０１００】
　順方向プライマーはまた、５’オーバーハングのテイルを含むこともできる。５’テイ
ルは、順方向プライマーの融解温度を上昇させることができる。５’テイルの配列は、標
的核酸を単離した動物のゲノムと同一ではない配列を含むことができる。５’テイルの配
列はまた、合成してもよい。５’テイルは、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５又は１６個のヌクレオチドを含むことができる。順方向プライマーは、配列番号７～９
を含むことができる。
【０１０１】
　逆方向プライマー
　ＰＣＲ反応は、逆方向プライマーを含むことができる。逆方向プライマーは、標的核酸
に対して相補的であってよい。逆方向プライマーはまた、アダプター配列に対して相補的
な配列を含むこともできる。アダプター配列に対して相補的な配列は、１２～２４個のヌ
クレオチドを含むことができる。
【０１０２】
　バイオチップ
　また、バイオチップも提供する。バイオチップは、固体の基材を含み、これは、結び付
けられた１つ又は複数の本明細書に記載するプローブを含む。プローブは、厳密なハイブ
リダイゼーション条件下で、標的配列とハイブリダイズすることが可能であり得る。プロ
ーブを、基材上の空間的に規定された位置において結び付けることができる。標的配列当
たり、２つ以上のプローブを使用することができ、それらは、ある特定の標的配列の重複
するプローブ又はある特定の標的配列の異なる区分に対するプローブのいずれかである。
プローブは、当業者が認識する単一の障害に関係がある標的配列とハイブリダイズするこ
とが可能であり得る。プローブは、最初に合成し、それに続いて、バイオチップに結び付
けてもよく、又はバイオチップ上に直接合成してもよい。
【０１０３】
　固体の基材は、プローブを結び付ける又はつなげるのに適した個々の部位を個別に含有
するように改変することができる材料であってよく、少なくとも１つの検出方法に適して
いる。基材の材料の代表的な例として、ガラス及び改変された又は機能性のガラス、（ア
クリル、ポリスチレン及びスチレンとその他の材料とのコポリマー、ポリプロピレン、ポ
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リエチレン、ポリブチレン、ポリウレタン、ＴｅｆｌｏｎＪ等をはじめとする）プラスチ
ック、多糖、ナイロン又はニトロセルロース、樹脂、ケイ素及び改変されたケイ素をはじ
めとする、シリカ又はシリカに基づいた材料、炭素、金属、無機ガラス、並びにプラスチ
ックが挙げられる。基材は、顕著に蛍光を発することなく、光学的な検出を可能にするこ
とができる。
【０１０４】
　基材は、平面であってよいが、また、基材のその他の構造形状を使用してもよい。例え
ば、流入式の試料解析のためには、プローブをチューブの内側表面上に置いて、試料体積
を最小化することができる。同様に、基材は、軟質フォーム等、柔軟性があってもよく、
これには、特定のプラスチックで作製された独立気泡フォームが挙げられる。
【０１０５】
　バイオチップ及びプローブの基材は、化学的な官能基を用いて誘導体化し、それに続い
て、それら２つを結び付けることができる。例えば、バイオチップを、これらに限定され
ないが、アミノ基、カルボキシル基、オキソ基又はチオール基をはじめとする、化学的な
官能基を用いて誘導体化することができる。これらの官能基を使用すれば、プローブ上の
官能基を使用して、プローブを、直接的に又はリンカーを使用して間接的に結び付けるこ
とができる。
【０１０６】
　プローブは、５’末端により、３’末端により、又は内部ヌクレオチドを介してのいず
れかで、固体の基材に結び付けることができる。
【０１０７】
　プローブはまた、固体の基材に、非共有結合によって結び付けることもできる。例えば
、ビオチン標識したオリゴヌクレオチドを作製することができ、これは、ストレプトアビ
ジンで共有結合によりコートした表面に結合し、結び付くことができる。或いは光重合及
びフォトリソグラフィー等の技法を使用して、プローブを表面上で合成することもできる
。
【０１０８】
　診断
　また、診断方法も提供する。この方法は、生物学的試料中の肺癌と関係がある核酸の示
差的な発現レベルを検出するステップを含む。試料は、患者から得ることができる。患者
における癌の状況、及びその組織学的な型の診断によって、予後診断及び治療戦略の選択
が可能となり得る。さらに、細胞の発生段階を、一時的に発現した、癌と関係がある核酸
を決定することによって分類することができる。
【０１０９】
　標識したプローブと組織アレイとのｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを行うこと
ができる。熟練した当業者であれば、個々の試料と標準の間でフィンガープリントを比較
して、所見に基づいて診断、予後診断又は予測を行うことができる。さらに、診断を指し
示す遺伝子は、予後診断を指し示す核酸とは異なる場合があり、細胞の状態の分子プロフ
ァイリングからは、応答性条件と不応性条件との間の区別が得られる場合があり、又は成
果を予測できる場合があることも理解されたい。
【０１１０】
　キット
　また、キットも提供し、このキットは、本明細書に記載する核酸を、以下のうちのいず
れか又は全てと一緒に含むことができる：アッセイ用試薬、緩衝液、プローブ及び／又は
プライマー、並びに無菌の食塩水又は別の薬学的に許容できる乳濁液用及び懸濁液用の基
剤。さらに、キットは、本明細書に記載する方法を実行するための指示（例えば、プロト
コール）を含有する指導用の材料を包含することができる。
【０１１１】
　例えば、キットは、標的核酸配列の増幅、検出、同定又は定量化のために使用されてよ
い。キットは、ポリ（Ｔ）プライマー、順方向プライマー、逆方向プライマー及びプロー
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ブを含むことができる。
【０１１２】
　本明細書に記載する組成物はいずれも、キット中に含むことができる。非限定的な例に
おいては、アレイを使用してｍｉＲＮＡを単離し、ｍｉＲＮＡを標識し且つ／又はｍｉＲ
ＮＡの集団を評価するための試薬を、キット中に包含する。キットは、ｍｉＲＮＡプロー
ブを生み出す又は合成するための試薬もさらに包含することができる。したがって、キッ
トは、適切な容器手段中に、標識されたヌクレオチド又はそれに続いて標識される未標識
のヌクレオチドを組み込むことによりｍｉＲＮＡを標識するための酵素を含む。キットは
また、反応用緩衝液、標識用緩衝液、洗浄用緩衝液又はハイブリダイゼーション用緩衝液
等の１つ又は複数の緩衝液、ｍｉＲＮＡプローブを調製するための化合物、ｉｎ　ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーションのための構成成分、及びｍｉＲＮＡを単離するための構成成分
も包含することができる。本発明のその他のキットは、ｍｉＲＮＡを含む核酸アレイを作
製するための構成成分を包含することができ、したがって、例えば、固体の基材を包含す
ることができる。
【０１１３】
　本発明のいくつかの実施形態をより十分に例証するために、以下の実施例を示す。しか
し、いかなる場合であっても、それらが、本発明の広範な範囲を制限するものであると解
釈してはならない。
【実施例】
【０１１４】
（実施例１）
　実験手順
　１．ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイのプラットフォーム
　特注のマイクロアレイを、ＤＮＡオリゴヌクレオチドのプローブを、６８８個のｍｉＲ
（ｍｉＲＮＡ）にプリントすることによって作製した［Ｓａｎｇｅｒデータベース、バー
ジョン９．１（「ｍｉＲ塩基：マイクロＲＮＡの配列、標的、及び遺伝子の命名法（ｍｉ
ＲＢａｓｅ：ｍｉｃｒｏＲＮＡ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔａｒｇｅｔｓ　ａｎｄ　ｇｅｎ
ｅ　ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ）」、Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ－Ｊｏｎｅｓ　Ｓ、Ｇｒｏｃｏ
ｃｋ　ＲＪ、ｖａｎ　Ｄｏｎｇｅｎ　Ｓ、Ｂａｔｅｍａｎ　Ａ、Ｅｎｒｉｇｈｔ　ＡＪ．
ＮＡＲ、２００６、３４、Ｄａｔａｂａｓｅ　Ｉｓｓｕｅ、Ｄ１４０－Ｄ１４４）、さら
にＲｏｓｅｔｔａ　ｇｅｎｏｍｉｃｓが、ｍｉＲを確認し、予測した］。各プローブは、
プローブを、コートしたガラス製スライドにカップルさせるために使用するアミン基に加
えて、ｍｉＲＮＡの相補配列の３’末端において２２ヌクレオチド（ｎｔ）までのリンカ
ーを保有する。２０μＭの各プローブを、２×ＳＳＣ＋０．００３５％ＳＤＳ中に溶解さ
せ、Ｓｃｈｏｔｔ　Ｎｅｘｔｅｒｉｏｎ（登録商標）Ｓｌｉｄｅ　Ｅでコートしたマイク
ロアレイスライド上に、Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（登録商標）ＢｉｏＲｏｂ
ｏｔｉｃｓ　ＭｉｃｒｏＧｒｉｄ　ＩＩを使用して、ＭｉｃｒｏＧｒｉｄの製造者の指示
に従って、三つ組みでスポットした。６４個の陰性の対照プローブを、異なるｍｉＲＮＡ
のセンス配列を使用して設計した。２つの群の陽性の対照プローブを設計して、ｍｉＲｄ
ｉｃａｔｏｒ（商標）アレイにハイブリダイズさせた：（１）合成のスパイク小型ＲＮＡ
をＲＮＡに加えてから標識して、標識化の効率を検証し、（２）豊富な小型ＲＮＡ［例え
ば、小型核ＲＮＡ（Ｕ４３、Ｕ４９、Ｕ２４、Ｚ３０、Ｕ６、Ｕ４８、Ｕ４４）、５．８
ｓ及び５ｓのリボゾームＲＮＡ］についてのプローブを、アレイ上にスポットして、ＲＮ
Ａの質を検証した。スライドを、５０ｍＭエタノールアミン、１Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ９．
０）及び０．１％ＳＤＳを含有する溶液中、５０℃で、２０分間ブロックし、次いで、水
を用いて十分に濯ぎ、脱水した。
【０１１５】
　２．　ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイのためのマイクロＲＮＡのＣｙ染料による
標識化
　ＲＮＡリンカーｐ－ｒＣｒＵ－Ｃｙ－染料（Ｔｈｏｍｓｏｎら、２００４，Ｎａｔ　Ｍ
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ｅｔｈｏｄｓ　１，４７－５３）（Ｄｈａｒｍａｃｏｎ製）を、Ｃｙ３又はＣｙ５を有す
る３’末端に連結させることによって、１５μｇの全ＲＮＡを標識した。標識化反応は、
全ＲＮＡ、スパイク（２０～０．１フェントモル）、５００ｎｇのＲＮＡ－リンカー－染
料、１５％ＤＭＳＯ、１×リガーゼ用緩衝液、及び２０単位のＴ４　ＲＮＡリガーゼ（Ｎ
ＥＢ製）を含有し、４℃で１時間進行させ、続いて、３７℃に１時間保った。標識したＲ
ＮＡを、３×ハイブリダイゼーション用緩衝液（Ａｍｂｉｏｎ製）と混合し、９５℃で３
分間加熱し、次いで、ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイの上端上に添加した。スライ
ドを、１２～１６時間ハイブリダイズさせ、続いて、１×ＳＳＣ及び０．２％ＳＤＳを用
いて２回洗浄し、最後に０．１×ＳＳＣを用いて洗浄した。
【０１１６】
　アレイを、Ａｇｉｌｅｎｔ製Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｃａｎｎｅｒ　Ｂｕｎｄｌｅ　
Ｇ２５６５ＢＡ（出力１００％において、１０μｍの分解能）を使用して走査した。デー
タを、ＳｐｏｔＲｅａｄｅｒソフトウエアを使用して解析した。
【０１１７】
　３．ＲＮＡの抽出
　肺腺癌、肺扁平上皮細胞癌及び肺大細胞癌腫に由来する凍結組織又はホルマリン固定パ
ラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織から、ＲＮＡを抽出した。
【０１１８】
　凍結組織から、全ＲＮＡを、ｍｉＲｖａｎａ　ｍｉＲＮＡ単離用キット（Ａｍｂｉｏｎ
製）を用いて、製造者の指示に従って抽出した。
【０１１９】
　ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織から、全ＲＮＡを、以下のプロトコー
ルに従って抽出した：
　１ｍｌのキシレン（Ｂｉｏｌａｂ製）を、１～２ｍｇの組織に添加し、５７℃で５分間
インキュベートしてから、１０，０００ｇで２分間遠心分離した。上清を取り出し、１ｍ
ｌのエタノール（１００％）（Ｂｉｏｌａｂ製）を添加した。１０，０００ｇで１０分間
遠心分離した後、上清を破棄し、洗浄の手順を繰り返した。１０～１５分間風乾した後、
５００μｌのＢｕｆｆｅｒ　Ｂ（ＮａＣｌ　１０ｍＭ、Ｔｒｉｓ　ｐＨ７．６、５００ｍ
Ｍ、ＥＤＴＡ２０ｍＭ、ＳＤＳ１％）、及び５μｌのプロテイナーゼＫ（５０ｍｇ／ｍｌ
）（Ｓｉｇｍａ製）を添加した。４５℃で１６時間インキュベートした後、プロテイナー
ゼＫの不活性化を、１００℃で７分間実施した。酸フェノールクロロホルム（１：１）（
Ｓｉｇｍａ製）を用いて抽出し、最大速度、４℃で１０分間遠心分離した後、上部の相を
、新しいチューブに移し、３倍容量の１００％エタノール、０．１倍容量のＮａＯＡｃ（
ＢｉｏＬａｂ製）、及び８μｌのグリコーゲン（Ａｍｂｉｏｎ製）を添加し、－２０℃で
一晩放置した。
【０１２０】
　最大速度、４℃で４０分間遠心分離し、１ｍｌのエタノール（８５％）を用いて洗浄し
てから、乾燥した後、４５μｌのＤＤＷ中に、ＲＮＡを再度懸濁させた。
【０１２１】
　ＲＮＡの濃度を試験し、ＤＮａｓｅ　Ｔｕｒｂｏ（Ａｍｂｉｏｎ製）を適宜（１μｌの
デオキシリボヌクレアーゼ／１０μｇのＲＮＡ）を添加した。室温で３０分間インキュベ
ートし、酸フェノールクロロホルムを用いて抽出した後、４５μｌのＤＤＷ中に、ＲＮＡ
を再度懸濁させた。濃度を再度試験し、ＤＮａｓｅ　Ｔｕｒｂｏ（Ａｍｂｉｏｎ製）を適
宜（１μｌのデオキシリボヌクレアーゼ／１０μｇのＲＮＡ）添加した。室温で３０分間
インキュベートし、酸フェノールクロロホルムを用いて抽出した後、２０μｌのＤＤＷ中
に、ＲＮＡを再度懸濁させた。
【０１２２】
　４．　ＲＮＡのポリアデニル化及びポリ（Ｔ）アダプターのアニーリング
　混合液を、以下に従って調製した。
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【表１】

　５μｌの混合液を、５μｌの適切なＲＮＡの試料（１μｇ）（又は非ＲＮＡ対照におい
ては超純水）に添加した。反応を、３７℃で１時間インキュベートした。ポリ（Ｔ）アダ
プター（ＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＴＴＴＴ
ＴＴＴＴＴＴＴＴＶＮ－配列番号６）の混合物を以下に従って調製した。

【表２】

　ポリ（Ｔ）アダプター混合液から３μｌ、及びポリアデニル化ＲＮＡ又は陰性の対照か
ら５μｌを、ＰＣＲ用チューブに移した。アニーリングのプロセスを、以下のアニーリン
グのプログラムに従って実施した：
　ステップ１：８５℃で２分間
　ステップ２：７０℃から２５℃－各サイクルにおいて、２０秒かけて１℃低下させる。
【０１２３】
　５．逆転写
　逆転写用混合液を以下に従って調製した。
【表３】

　１．５μｌのＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｒｎａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ製）、及び１μ
ｌのｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＲＴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製）を、上記の混合液
に添加した。１２．５μｌのミックスを、アニールしたポリＡ　ＲＮＡを含有する各ＰＣ
Ｒ用チューブ、及び非ＲＮＡ対照に添加した。
【０１２４】
　チューブをＰＣＲ機器（ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．製）内に挿入し、以下のプ
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ログラムを実施した：
　ステップ１：３７℃で５分間
　ステップ２：４５℃で５分間
　ステップ３：ステップ１～２を５回繰り返す
　ステップ４：４℃でプログラムを終了させる。
　ｃＤＮＡのマイクロチューブは、－２０℃で保管した。
【０１２５】
　６．ＭＧＢプローブを使用するリアルタイムＰＣＲ
　各ｃＤＮＡ試料を、以下の３つのＲＮＡについて三つ組みで評価した：ｈｓａ－ｍｉＲ
－２１（配列番号２）、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（配列番号１）、及びＵ６（配列番号３
）。プライマー－プローブのミックスを調製した。各チューブ中で、１０μＭのＦｗｄプ
ライマーを、同一容量の、同一のＲＮＡに対して特異的な５μＭの対応するＭＧＢプロー
ブ（ＡＢＩ製）とミックスした。Ｆｗｄプライマー及びＭＧＢプローブの配列を、表１に
示す。
　表１：プライマー及びプローブの配列
【表４】

【０１２６】
　ｃＤＮＡを希釈して、０．５ｎｇ／μｌの最終濃度とした。ＰＣＲ用混合液を、以下に
従って調製した。
【表５】

　６８μｌ（非ＲＮＡ対照及び非ｃＤＮＡ対照の場合）、又は１７０μｌのＰＣＲ用ミッ
クスを、適切にラベルを付けたマイクロチューブ内に分注した。１０μｌのｃＤＮＡ（０
．５ｎｇ／μｌ）を、ミックスを含有する、適切にラベルを付けたマイクロチューブ内に
添加した。ＰＣＲ用プレートを、１８μｌをミックスから各ウエル内に分注することによ
って調製した。２μｌのプライマープローブ混合液を、各ウエル内にＰＣＲ－マルチ－チ
ャネルを使用して添加した。プレートを、Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ－ＰＣＲ機器（Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ製）中に取り付け、以下のプログラムを実施した：
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　段階１、Ｒｅｐｓ＝１
　ステップ１：９５．０において１０分間維持、ランプ速度＝１００
　段階２、Ｒｅｐｓ＝４０
　ステップ１：９５．０において１５秒間維持、ランプ速度＝１００
　ステップ２：６０．０において１分間維持、ランプ速度＝１００
　標準的な７５００モード
　試料容量（μＬ）：２０．０
　データ収集：段階２、ステップ２
【０１２７】
　７．ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイのデータの正規化
　最初のデータセットは、それぞれの試料についての複数のプローブについて測定したシ
グナルからなった。解析のためには、既知の又は確認されたヒトマイクロＲＮＡの発現レ
ベルを測定するように設計されたプローブについてのみのシグナルを使用した。
【０１２８】
　信頼できるスポットの対数平均を得ることによって、三つ組みのスポットを１つのシグ
ナルに組み合わせた。全てのデータを対数変換し、解析を対数空間において実施した。正
規化のための参照データのベクトルＲを、２つの代表的な試料、例えば、肺扁平上皮細胞
癌及び肺腺癌の腫瘍の型からのそれぞれ１つの試料において、各プローブについて、発現
レベルの平均を得ることによって計算した。
【０１２９】
　データベクトルＳｋを有する各試料ｋについて、試料データと参照データとの間に最良
のフィットをもたらすように二次の多項式Ｆｋを見出し、したがって、Ｒ≒Ｆｋ（Ｓｋ）
となした。離れたデータ点（「外れ値」）は、多項式Ｆをフィットするためには使用しな
かった。試料中の各プローブ（ベクトルＳｋ中の要素
【数１】

　）について、最初の値
【数２】

　から、（対数空間において）正規化した値
【数３】

　を、最初の値を、多項式Ｆｋを用いて変換することによって計算し、したがって、
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【数４】

　となる。データを、指数をとることによって、線形空間に置き換え直す。
【０１３０】
　８．統計学的解析
　この統計学的解析の目的は、正規化したシグナルのレベルが２つの比較した試料セット
間において有意に異なるプローブを見出すことであった。ｌｏｇ２（３００）未満の正規
化したシグナルのレベルを有する、２つの試料セット中のプローブは、解析しなかった。
各プローブについて、２つの試料セットについて得た、２つの群の正規化したシグナルを
比較した。対応のない両側ｔ－検定の統計学的な方法を使用して、ｐ値を各プローブにつ
いて計算した。ｐ値は、測定したシグナルを、又は２つの群のシグナルが等しい平均値を
有する分布から得られる場合には、群間におけるより極端な差を偶然に得る確率である。
そのプローブが、最も低く且つ最も有意なｔ－検定のｐ値を有するマイクロＲＮＡを選択
した。０．０５未満のｐ値は、シグナルの正規（ガウシアン）分布の前提の下、２つの群
が同一の平均を有する分布に由来する確率が０．０５又は５％より低いことを意味する。
これら２つの群のシグナルは、異なる平均を有する分布から生じたと思われ、関連性のあ
るマイクロＲＮＡは、これら２つのセットの試料間において示差的に発現すると思われる
。
【０１３１】
　９．ｈａｓ－ｍｉｒ－２０５のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによる検出
　肺扁平上皮細胞癌の標準的なパラフィン切片をＳｕｐｅｒｆｒｏｓｔ　ｐｌｕｓ組織学
用スライド（Ｍｅｎｚｅｌ－Ｇｌａｚｅｒ製）上にマウントした。ハイブリダイゼーショ
ンの前に、切片を有するスライドを、６０℃で２時間保った。
【０１３２】
　ハイブリダイゼーションの前のステップ及び後のステップにおける全てのインキュベー
ションは、別途言及しない限り、室温で実施した。全ての溶液は、限外ろ過膜を備えたＥ
ＡＳＹｐｕｒｅ　ＩＩシステム（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ製）によって精製した超純水を使用
して調製した。
【０１３３】
　Ａ．ハイブリダイゼーション前の処理
　切片を、キシレン中で３回連続してインキュベートする（各５分）ことによって脱パラ
フィン処理し、以下のエタノールのシリーズによって再水和させた：１００％－各２分、
３回交換、９５％及び７０％－各２分。次いで、スライドを、超純水中で５分間洗浄し、
０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中に入れ、水浴中で沸騰するまで加熱し、沸騰
温度に１０分間保った。次いで、スライドを緩衝液中に放置して、室温で１時間冷却した
。
【０１３４】
　スライドを、プロテイナーゼＫ溶液（１ｍＭ　ＥＤＴＡ／１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
　ｐＨ７．５中の２０μｇ／ｍｌ）中で、３７℃で１０分間インキュベートし、即時に、
新たに調製した、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中の１０％ホルマリン溶液中で２０分間固
定した。ホルマリン固定に続いて、ＰＢＳ中の０．２％グリシン中で５分間インキュベー
トし、超純水中での２分間の洗浄を３回行った。
【０１３５】
　次いで、スライドと共に０．２５％（ｖ／ｖ）無水酢酸を同時に添加した、１．１％（
ｖ／ｖ）トリエタノールアミン溶液中で、スライドを振とうすることによってアセチル化
した。５分後、無水酢酸の新しい部分を添加し、アセチル化をさらに５分間進行させた。
【０１３６】



(28) JP 2010-519899 A 2010.6.10

10

20

30

40

50

　アセチル化に続いて、超純水中での２分間の洗浄を３回行い、次いで、スライドを、エ
タノールにより段階的（７０％、９５％、１００％－各２分）に、急速に脱水し、風乾し
た。
【０１３７】
　Ｂ．ハイブリダイゼーション
　ハイブリダイゼーション用緩衝液中で２５ｎＭに希釈したｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（Ｅ
ｘｉｑｏｎ製、製品番号１８０９９－０１）に対して相補的なジゴキシゲニン標識ＬＮＡ
増強プローブを希釈することによって、ハイブリダイゼーション用溶液を調製し、この溶
液の約５０μｌを、風乾した切片に適用した。陰性の対照として、平行な切片を、ジゴキ
シゲニン標識スクランブル－ｍｉＲ　ＬＮＡプローブ（Ｅｘｉｑｏｎ製、製品番号９９０
０１－０１）を希釈することによって調製した対照のハイブリダイゼーション溶液と共に
インキュベートした。
【０１３８】
　ハイブリダイゼーション用溶液の適用後、切片の大きさに切断したポリエチレン製のフ
ィルムの小片を用いて、切片をカバーし、５０℃で一晩インキュベートした。ハイブリダ
イゼーション用緩衝液の組成：
　デキストラン硫酸　　　１０％
　ＳＳＣ　　　×４
　脱イオン化ホルムアミド　　　５０％
　デンハート溶液　　　×１
　サケ精子ＤＮＡ　　　０．５ｍｇ／ｍｌ
　酵母ｔＲＮＡ　　　０．２５ｍｇ／ｍｌ。
【０１３９】
　Ｃ．ハイブリダイゼーション後の洗浄及び免疫検出
　ハイブリダイゼーション用スライドを、５０℃にあらかじめ加熱した５×ＳＳＣに移し
た後、３０分間インキュベートした。このインキュベーションの間に、カバーは、スライ
ドから離れて浮遊した。次いで、スライドを、２×ＳＳＣ中、５０℃でさらに３０分間洗
浄した。
【０１４０】
　次いで、スライドを、ツイーン－２０を有するＴｒｉｓ緩衝化食塩水（ＴＢＳＴ－０．
１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．１％ツイーン－２
０）中で手短に洗浄し、ブロッキング用溶液（ＴＢＳＴ中の１０％ウシ血清アルブミン）
中で１時間インキュベートした。
【０１４１】
　結合したジゴキシゲニンを検出するために、切片を、ブロッキング用溶液中で１：２５
０に希釈した、アルカリホスファターゼにコンジュゲートしたヒツジ抗ジゴキシゲニン抗
体Ｆａｂ（Ｒｏｃｈｅ製、カタログ番号１１０９３２７４９１０）と共に、２時間インキ
ュベートし、続いて、ＴＢＳＴ中で５回洗浄した。次いで、スライドを、アルカリホスフ
ァターゼ緩衝液（ＡＰＢ－０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９．５、０．０５Ｍ　Ｎａ
Ｃｌ、０．０２５Ｍ　ＭｇＣｌ２）中で手短に洗浄し、染色用溶液、すなわち、４．５μ
ｌ／ｍｌの５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸（ＢＣＩＰ－原液、Ｒｏｃ
ｈｅ製－カタログ番号１１３８３２２１００１）、及び３．５μｌ／ｍｌの４－ニトロブ
ルーテトラゾリウムクロリド（ＮＢＴ－原液、Ｒｏｃｈｅ製－カタログ番号１１３８３２
１３００１）を含有するＡＰＢ中で５時間インキュベートした。
【０１４２】
　最後に、切片を蒸留水中で洗浄し、Ｉｍｍｕ－Ｍｏｕｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ製、カタログ番号９９９０４０２）を使用してカバーガラスを施した。
【０１４３】
（実施例２）
　特異的なマイクロＲＮＡは、肺腺癌と肺扁平上皮細胞癌とを見分けることができる
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　肺腺癌対肺扁平上皮細胞癌のｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイの結果の統計学的解
析を、表２に示す。結果は、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（配列番号１）の発現パターンにお
ける有意な差を示した。ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイによって測定した場合、ｈ
ｓａ－ｍｉＲ－２０５の正規化した発現レベルは、肺腺癌と比較して、肺扁平上皮細胞癌
において増加することが見出された。（図１～３）。
【０１４４】
　ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５による扁平上皮細胞癌の検出の感度は、１００％（９／９）で
あり、シグナルの特異性は、８４．２％（１６／１９）である。
　表２：
【表６】

　ｍｉＲの名前：ｍｉＲ塩基の登録簿上の名前である（公開９．１）。
　ＨＩＤ：マイクロＲＮＡヘアピン前駆体（Ｐｒｅ－マイクロＲＮＡ）の配列番号である
。
　ＭＩＤ：成熟したマイクロＲＮＡの配列番号である。
　腺癌の平均（ｌｏｇ）：肺腺癌の試料のチップのシグナルの対数（ｌｏｇ）の平均であ
る。
　扁平上皮の平均（ｌｏｇ）：肺扁平上皮の試料のチップのシグナルの対数（ｌｏｇ）の
平均である。
　試料の数、腺癌：肺腺癌の試料の数である。
　試料の数、扁平上皮：肺扁平上皮の試料の数である。
　ｐ値：試料間の対応のない両側ｔ－検定の結果である。
【０１４５】
（実施例３）
　肺扁平上皮細胞癌とその他のＮＳＣＬＣとを見分けるためのｑＲＴ－ＰＣＲアッセイの
確立
　実施例１（３）の記載に従って、ＲＮＡを、肺扁平上皮細胞癌及びその他の非小細胞肺
癌腫（ＮＳＣＬＣ）に由来するパラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織の２０個の肺試料から抽
出した。実施例１（４～６）の記載に従って、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５（配列番号１）、
ｈｓａ－ｍｉＲ－２１（配列番号２）、及びＵ６（配列番号３）の発現レベルを、定量的
ｑＲＴ－ＰＣＲアッセイによって検出した。３つのプローブを３回反復したＣｔの加重し
たものを計算した。陰性対照のウエルのＣｔは劣決定した。データを、以下の判断基準に
従って解釈した：
　Ｕ６は、２０から３２までの加重したＣｔを有するものとする。そうでない場合は、実
験は失敗したことになる。
【０１４６】
　３回反復したＣｔの加重したものを、以下に従って計算した：
　全ての反復が、１Ｃｔの差の範囲内にある場合には、最小Ｃｔと最大Ｃｔとの間の差が
１未満であることを意味し、次いで、それらの平均を計算した。
　Ｃｔｍａｘ－Ｃｔｍｉｎ≦１→加重したＣｔ＝（Ｃｔｍａｘ＋Ｃｔｍｅｄｉａｎ＋Ｃｔ

ｍｉｎ）／３
【０１４７】
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　外れ値Ｃｔが、Ｃｔの中央値と、１Ｃｔ以下の差を有する場合には、それらの平均を計
算した。
　Ｃｔｍａｘ－Ｃｔｍｅｄｉａｎ≦１　＆　Ｃｔｍｅｄｉａｎ－Ｃｔｍｉｎ≦１→加重し
たＣｔ＝（Ｃｔｍａｘ＋Ｃｔｍｅｄｉａｎ＋Ｃｔｍｉｎ）／３
　加重して計算したＣｔを使用して、アッセイの最終スコアを、ｈａｓ－ｍｉｒ－２０５
のＣｔから、Ｕ６のＣｔとｈｓａ－ｍｉｒ－２１のＣｔとの平均を引くことによって決定
した。
　アッセイの最終スコア＝加重したＣｔｍｉｒ－２０５－平均［（加重したＣｔｍｉｒ－

２１　＆　加重したＣｔＵ６）］
　ｈｓａ－ｍｉｒ－２０５のＣｔが決定されず、Ｕ６の加重したＣｔが正当な範囲内にあ
る場合には、アッセイの結果は、「高い」信頼度のレベルを有する「非扁平上皮」となる
。
　Ｃｔｍｉｒ－２０５＝ＮＤ　＆　２０≦ＣｔＵ６≦３２→アッセイの結果＝高い信頼度
を有する非扁平上皮。
　それ以外の場合：表３の記載するように、結果の解析は、アッセイの最終スコアの計算
に基づく：
　表３：
【表７】

【０１４８】
　図４は、上記で説明したように、ｈｓａ－ｍｉＲ－２１（配列番号２）、Ｕ６（配列番
号３）のｑＲＴ－ＰＣＲによる発現レベルによって正規化した、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５
（配列番号１）のＲＴ－ＰＣＲによる発現レベル、及び最終スコアの閾値を使用した場合
には、肺扁平上皮細胞癌に由来する試料（アステリスク）と、肺腺癌及び肺未分化大細胞
癌腫をはじめとする、その他のＮＳＣＬＣに由来する試料（楕円）との間の完全な分離を
示す。黒色の実線は、閾値を示す。黒色の破線は、低い信頼度の領域の境界線を示す。
【０１４９】
（実施例４）
　ｈｓａ－ｍｉｒ－２０５のｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによる検出
　肺扁平上皮細胞癌の切片を、ｈｓａ－ｍｉＲ－２０５に特異的なプローブ及び対照の（
スクランブル）プローブとハイブリダイズさせた（実施例１を参照されたい）。図５に示
すように、扁平上皮細胞癌の細胞の様々な強度の染色が観察され（図５Ａ）、一方、対照
の（スクランブル）プローブとハイブリダイズさせた切片においては、染色は検出されな
かった（図５Ｂ）。
【０１５０】
（実施例５）
　特異的なマイクロＲＮＡは、肺腺癌と肺大細胞癌腫とを見分けることができる
　肺腺癌対肺大細胞癌腫のｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイの結果の統計学的解析を
、表４に示す。結果は、いくつかのｍｉＲの発現パターンにおいて有意な差を示し、それ
らのうちで最も目立つのはｈｓａ－ｍｉＲ－５１３（配列番号１３）であった。
【０１５１】
　ｍｉＲｄｉｃａｔｏｒ（商標）アレイによって測定した場合、ｈｓａ－ｍｉＲ－５１３
の正規化した発現レベルは、肺腺癌と比較して、肺大細胞癌腫において増加することが見
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【０１５２】
　ｈｓａ－ｍｉＲ－５１３による腺癌の検出の感度は、９４．７％（１８／１９）であり
、シグナルの特異性は、８５．７％（６／７）である。
　表４：
【表８】

　ｍｉＲの名前：ｍｉＲ塩基の登録簿上の名前である（公開９．１）。
　ＨＩＤ：マイクロＲＮＡヘアピン前駆体（Ｐｒｅ－マイクロＲＮＡ）の配列番号である
。
　ＭＩＤ：成熟したマイクロＲＮＡの配列番号である。
　腺癌の平均（ｌｏｇ）：肺腺癌細胞のチップのシグナルの対数（ｌｏｇ）の平均である
。
　大細胞の平均（ｌｏｇ）：肺大細胞のチップのシグナルの対数（ｌｏｇ）の平均である
。
　試料の数、腺癌細胞：肺腺癌細胞の試料の数である。
　試料の数、大細胞：肺大細胞の試料の数である。
　ｐ値：試料間の対応のないｔ－検定の結果である。
【０１５３】
　これまでに記載した、特定の実施形態から、本発明の一般的な性質が非常に十分に明ら
かになるので、他者は、現在の知識を適用することによって、過度の実験なしに、一般的
概念から逸脱することなく、そのような特定の実施形態を容易に改変及び／又は適合させ
て、種々の応用例を得ることができる。したがって、そのような適合形態及び改変形態は
、開示した実施形態の均等物の意味及び範囲のうちで把握されるべきであり、そのように
意図されている。本発明を、その特定の実施形態と共に説明してきたが、多くの代替形態
、改変形態及び変形形態が、当業者には明らかになるであろうことは明白である。したが
って、添付の請求項の精神及び広範な範囲に属する、そのような代替形態、改変形態及び
変形形態は全て包含されるものとする。
【０１５４】
　詳細な説明及び特定の実施例は、本発明の好ましい実施形態を示すが、本発明の精神及
び範囲に属する種々の変化形態及び改変形態が、この詳細な説明から、当業者には明らか
になるであろうことから、これら詳細な説明及び特定の実施例は、説明のために提供され
ているに過ぎないことを理解されたい。
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