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(57)【要約】
　本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、前記表面異常が、軽
度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ）及び粘膜内癌
（ＩＭＣ）からなる群から選択され、前記方法が、ａ）前記対象からの細胞の試料を提供
するステップであって、前記試料が、前記対象の食道の表面から回収された細胞を含む、
ステップと、ｂ）前記細胞を、（ｉ）ｐ５３；（ii）ｃ－Ｍｙｃ；（iii）ＡＵＲＫＡ又
はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化か
ら選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップとを含み、前記マ
ーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、前記対象の食道の表面異常の可能性が増
加していることを意味する、前記方法に関する。本発明は、ある種のキット、装置及び使
用にも関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、前記表面異常が、軽度異形成（
ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）
からなる群から選択され、前記方法が、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、前記対象の食
道の表面から回収された細胞を含む、ステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記少なくとも２つのマーカーの異常レベルの検出が、前記対象の食道の表面異常の可能
性が増加していることを意味する、前記方法。
【請求項２】
　ステップ（ｂ）が、
（１）細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも第１の分子マーカーを検出するための試薬と接触させることと
、
（２）前記細胞を、（ｉ）～（iv）から選択される少なくとも第２の分子マーカーを検出
するための試薬と接触させることと
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　マーカーのうち少なくとも３つの異常レベルがアッセイされる、請求項１又は２に記載
の方法。
【請求項４】
　マーカーのうち少なくとも４つの異常レベルがアッセイされる、請求項１～３のいずれ
かに記載の方法。
【請求項５】
　細胞を非定型性についてアッセイするステップをさらに含む、請求項１～４のいずれか
に記載の方法。
【請求項６】
　細胞が、食道の表面の不偏サンプリングにより回収される、請求項１～５のいずれかに
記載の方法。
【請求項７】
　細胞が、カプセルスポンジを用いて回収される、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　細胞が、分子マーカーを検出するための試薬と接触させる前に、（ｉ）前記細胞を遠心
分離によりペレットにするステップと、（ii）前記細胞を血漿に再懸濁するステップと、
（iii）トロンビンを加え、血餅が形成されるまでインキュベーションするステップとに
より調製される、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　血餅をホルマリン中でインキュベートし、処理してパラフィンブロックにし、顕微鏡検
査に適切な切片に薄切するステップをさらに含む、請求項８に記載の方法。
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【請求項１０】
　ｐ５３が、免疫組織化学により評価される、請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　ｐ５３が、１又は２以上のｐ５３変異の検出により評価される、請求項１～９のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１２】
　ｐ５３が、免疫組織化学により評価され、ｐ５３が、１又は２以上のｐ５３変異の検出
によっても評価される、請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　ｃＭｙｃが、免疫組織化学により評価される、請求項１～１２のいずれかに記載の方法
。
【請求項１４】
　ＡＵＲＫＡが、免疫組織化学により評価される、請求項１～１３のいずれかに記載の方
法。
【請求項１５】
　ＭｙｏＤ／Ｒｕｎｘ３のメチル化が、MethyLight分析により評価される、請求項１～１
４のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
　非定型性が、ウィーンスケールに従って細胞をその形態についてスコア化することによ
り評価される、請求項６に記載の方法。
【請求項１７】
　細胞をＴＦＦ３についてアッセイするステップが、方法のステップ（ｂ）に先行する、
請求項１～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　処置レジメンを選択するためのアッセイであって、
ａ）対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、前記対象の食道の
表面から回収された細胞を含む、ステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記少なくとも２つのマーカーの２つの異常レベルが検出された場合に、内視鏡検査及び
生検の処置レジメンを選択する、前記アッセイ。
【請求項１９】
　（ａ）対象からの食道試料を分析するように構成される装置又はシステムであって、前
記分析が、
（ｂ）細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップ
を含み、
前記装置又はシステムが出力モジュールを含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルが検出された場合に、前記出力モジュールが
、前記対象についての食道における表面異常の可能性が増加していることを示し、前記表
面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ）
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及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択される、前記装置又はシステム。
【請求項２０】
　対象の食道の表面異常の検出の補助に関する用途のための、あるポリペプチド又はある
核酸配列のメチル化を認識するか、それに結合するか又は親和性を有する物質の使用であ
って、前記表面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺
癌（ＯＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択され、前記ポリペプチド及び／
又は核酸配列が、請求項１～１６のいずれかで定義するとおりである、前記使用。
【請求項２１】
　物質のそれぞれが、ポリペプチド又は核酸配列の１又は２以上をそれぞれ認識するか、
それに結合するか又は親和性を有する物質の組合せの、請求項２０に記載の使用。
【請求項２２】
　対象の食道の表面異常の検出の補助における使用のためのアッセイデバイスであって、
前記表面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（Ｏ
ＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択され、前記アッセイデバイスが、ある
ポリペプチド又はある核酸配列のメチル化を認識するか、それに結合するか又は親和性を
有する物質を含有する場所を有する固体基材を含み、前記ポリペプチド及び／又は核酸配
列が、請求項１～１６のいずれかで定義するとおりである、前記アッセイデバイス。
【請求項２３】
　生体試料中の
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ
のそれぞれの発現レベルを決定するための試薬を含み、ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル
化を決定するための試薬をさらに含んでいてもよいキット。
【請求項２４】
　対象の食道の表面異常の検出を補助するための方法であって、
前記表面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（Ｏ
ＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択され、
前記方法が、前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、前記
対象の食道の表面から回収された細胞を含む、ステップと、前記細胞をＴＦＦ３について
アッセイするステップとを含み、
ＴＦＦ３が前記試料の細胞において検出がされた場合には、請求項１～１６のいずれかに
記載の方法を行い、ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも１つのマーカーの異常レベルの検
出が、前記対象の前記食道の表面異常の可能性が増加していることを示す、前記方法。
【請求項２５】
　ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも２つのマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加え
て少なくとも３つのマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも４つのマー
カー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて５つ全てのマーカーの検出が、対象の食道の表
面異常の可能性が増加していることを示す、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　細胞が、食道の表面の不偏サンプリングにより回収される、請求項２４又は２５に記載
の方法。
【請求項２７】
　細胞が、カプセルスポンジを用いて回収される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　対象の食道の表面異常の検出を補助するための方法であって、
前記表面異常が、食道腺癌（ＯＡＣ）であり、
前記方法が、前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象
の食道の表面から回収された細胞を含む、ステップと、前記細胞をＳＭＡＤ４についてア
ッセイするステップとを含み、
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前記試料の細胞におけるＳＭＡＤ４の検出が、前記対象の前記食道の食道腺癌（ＯＡＣ）
の可能性が増加していることを示す、前記方法。
【請求項２９】
　本明細書に実質的に記載される方法。
【請求項３０】
　図面を参照して本明細書に実質的に記載される方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、食道の表面異常を検査するか、又はその検出を補助する分野にある。
【背景技術】
【０００２】
　食道癌（ＯＡＣ，oesophageal cancer）は、世界中で８番目に一般的なタイプの癌であ
り、過去３０年間でその発生率はほぼ５倍上昇している。
【０００３】
　バレット食道は、ＯＡＣに向かう経路の最初のステップであり、メタアナリシスは、バ
レット食道が１年あたり０．１２～０．５％の腺癌への進行のリスクの増加をもたらすこ
とを証明している。バレット食道は、正常食道細胞が腺細胞で置き換えられる場合に生じ
、時間とともに軽度異形成（ＬＧＤ，low-grade dysplasia）、高度異形成（ＨＧＤ，hig
h-grade dysplasia）、そして最後には腺癌に進行し得る。
【０００４】
　ＯＡＣ及び／又はその前癌性前駆バレット食道の早期の診断は、患者管理及びＯＡＣの
予後を改善できる。ある既知のアプローチでは、例えば国際公開第２０１１／０５８３１
６号パンフレットで公開されているように、Cytosponge（商標）細胞回収デバイスが開発
されている。
【０００５】
　さらに、ＴＦＦ３を分子マーカーとして用いる試験が、Fitzgerald et alにより、例え
ば米国特許出願公開第２０１２０００９５９７号明細書に公開されているように、バレッ
ト食道を検出するための臨床的スクリーニングツールとして開発されている。
【０００６】
　Cytosponge（商標）を用いた最初の研究（ＢＥＳＴ１）（Kadri, S.R., Lao-Sirieix, 
P., O'Donovan, M., Debiram, I., Das, M., Blazeby, J.M., Emery, J., Boussioutas, 
A., Morris, H., Walter, F.M., et al. (2010). Acceptability and accuracy of a non
-endoscopic screening test for Barrett's oesophagus in primary care: cohort stud
y. BMJ 341, c4372）は、Cytosponge（商標）試験が、プライマリケアの環境においてバ
レット食道を診断するのに適する方法であることを証明した。
【０００７】
　現在のシステムでは、症候性の患者は内視鏡検査に送られる。内視鏡検査は、高度に訓
練された臨床家を必要とする侵襲性の処置である。内視鏡検査は、患者にとっても不快な
処置であり、鎮静を必要とすることがある。内視鏡検査に生検が伴う場合、この処置を受
ける患者にもいくらかの危険が伴う。臨床的な環境では、これが、現在のところ、バレッ
ト食道及び／又はバレット食道を伴う異形成若しくは癌を検出する唯一の方法である。
【０００８】
　Rugge et al（Rugge, M., Fassan, M., Zaninotto, G., Pizzi, M., Giacomelli, L., 
Battaglia, G., Rizzetto, C., Parente, P., and Ancona, E. (2010). Aurora kinase A
 in Barrett's carcinogenesis. Hum Pathol 41, 1380-1386）は、バレット食道癌発生に
おけるオーロラキナーゼＡ（ＡＵＲＫＡ）を開示している。ＴＰ５３変異がバレット食道
腺癌のリスクの増加のマーカーとして認識されることが指摘された。食道の生検試料を、
バレット食道の長セグメントから得た。１０のバレット食道腺癌のうち９つが、ＡＵＲＫ
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Ａ免疫染色を示した。ｍＲＮＡ分析及びマイクロアレイ研究により、ＡＵＲＫＡ発現が調
べられた。著者らは、バレット粘膜の癌への進行におけるＡＵＲＫＡ過剰発現に著しい役
割を帰することにより結論付けた。著者らは、より大きく前向きな研究において、バレッ
ト粘膜患者における可能性のある予後マーカーとしてＡＵＲＫＡ　ＩＨＣ発現を検証する
ためのさらなる試みが必要であると結論付けた。
【０００９】
　Liu et al（2008 World Journal of Gastroenterology vol 14 pages 7199-7207）は、
異なる腫瘍におけるＴｐ５３、Ｃ－ｍｙｃ、ＣＣＮＤ１遺伝子過剰発現の組織アレイを開
示している。７つの異なるタイプの腫瘍が調べられた。分析は、核酸ベースであった。用
いた試料は、既知の腫瘍のものであった。検出方法は教示されていない。試料は、ホルマ
リンで固定された。
【００１０】
　Agnese et al（2007 European Society for Medical Oncology vol 8 Suppl 6 vi110-v
i115）は、逆流関連円柱粘膜及びバレット食道の早期マーカーとしてのオーロラＡ過剰発
現を開示している。著者らは、異形成及びｐ５３陽性免疫染色あり又はなしの、バレット
食道粘膜（円柱上皮で裏打ちされた食道（ＣＬＯ，columnar lined oesophagus）及びバ
レット食道（ＢＯ，Barrett's oesophagus）の間のＡＵＲＫＡ　ｍＲＮＡ発現に、少しの
、統計的に有意な量の差も見出すことができなかった。
【００１１】
　バレット食道に関連して、いくつかの分子マーカーが研究されている。これらのマーカ
ーは、純粋に研究の背景で研究されている。これらの研究は、インビトロでの組織試料で
行われている。これらのマーカーは、単独で研究されている。現在のところ、バレット食
道関連異常についての臨床試験で用いられているそのような分子マーカーはない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】国際公開第２０１１／０５８３１６号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２０１２０００９５９７号明細書
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Kadri, S.R., Lao-Sirieix, P., O'Donovan, M., Debiram, I., Das, M
., Blazeby, J.M., Emery, J., Boussioutas, A., Morris, H., Walter, F.M., et al. (
2010). Acceptability and accuracy of a non-endoscopic screening test for Barrett
's oesophagus in primary care: cohort study. BMJ 341, c4372
【非特許文献２】Rugge, M., Fassan, M., Zaninotto, G., Pizzi, M., Giacomelli, L.,
 Battaglia, G., Rizzetto, C., Parente, P., and Ancona, E. (2010). Aurorakinase A
 in Barrett's carcinogenesis. Hum Pathol 41, 1380-1386
【非特許文献３】Liu et al（2008 World Journal of Gastroenterology vol 14 pages 7
199-7207）
【非特許文献４】Agnese et al（2007 European Society for Medical Oncology vol 8 S
uppl 6 vi110-vi115）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　バレット食道関連異常の検出の改善が、当該技術において必要とされている。従来技術
の試験は、高価で労働力を有し、侵襲性で、試験を受ける対象に対するリスクを伴う。
【００１５】
　本発明は、従来技術に関連する問題点を克服しようとするものである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
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　ある（certain）分子マーカーは、バレット食道関連異常に関連することが示されてい
る。これらのマーカーは、組織生検で研究されている。組織生検に対して分子マーカーを
用いることは、現在の臨床上の代表的な存在である生検の形態学的検査に対してほとんど
実際的な利点をもたらさない。これは、このような様式でマーカーを研究することが、生
検を回収することをまだ必要とし、そのことにより、従来技術における侵襲的な処置に関
連する問題点のそれぞれをまだ伴うからである。より重要なことには、研究の背景で研究
された単独マーカーは、検出又は診断に貢献する堅固なマーカーとして認識されるには不
適切な感度及び／又は不適切な特異性を示している。
【００１７】
　本発明者らは、広範囲の候補マーカーを研究した。本発明者らは、これらのマーカーを
異なる組合せでも研究した。本発明者らは、組合せで試験した場合に、臨床的に有用な感
度及び特異性スコアを生じる小さく明確なパネルのマーカーに到達した。さらに、本発明
者らは、表面サンプリング細胞においてこれらのマーカーの性能を研究した。例えば、こ
れらのマーカーの組合せは、細胞回収デバイス、例えばCytosponge（商標）を用いて得ら
れるような、食道の表面サンプリングから回収された細胞の分析に用いることができる。
【００１８】
　本発明者らが教示する方法は、臨床試験において以前に用いられていないマーカーの新
規な組合せに関与する。さらに、本発明者らは、これらのマーカーが、食道の表面サンプ
リングから得られた細胞に対して用いた場合に、用いることができ、信頼できる結果が生
じることを実証する。加えて、本発明の方法のこれらの様々な特徴は、生検による侵襲的
な組織回収の必要性を有利に回避しながら、堅固で臨床的に有用なリスク評価の利点を提
供する。本発明のこれら及びさらなる利点は、以下により詳細に記載する。
【００１９】
　よって、広い態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であっ
て、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化；並びに
（ｖ）非定型性
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の表面異常の可能性が
増加していることを意味する方法を提供する。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、前記
表面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ
，oesophageal adenocarcinoma）及び粘膜内癌（ＩＭＣ，intra-mucosal cancer）からな
る群から選択され、前記方法が、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
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を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の表面異常の可能性が
増加していることを意味する方法に関する。
【００２１】
　より適切には、一態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法で
あって、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化；
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の表面異常の可能性が
増加していることを意味する方法を提供する。
【００２２】
　本明細書に記載するマーカーは、各マーカーについての絶対的スコア化についての手引
きとともに示される。このことは、既に分析されたスコア化システムに参照標準／比較段
階を導入する利点を有する。しかし、所望により、本発明は、代わりに、例えば健常（食
道異常を有さない）対象からの参照標準との比較により機能できる。よって、一態様では
、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
参照標準と比較した前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の
表面異常の可能性が増加していることを意味する方法を提供する。
【００２３】
　ステップ（ｂ）は、
（１）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも第１の分子マーカーを検出するための試薬と接触させることと
、
（２）前記細胞を、（ｉ）～（iv）から選択される少なくとも第２の分子マーカーを検出
し、及び／又は前記細胞を非定型性についてアッセイするための試薬と接触させることと
を含んでいてもよい。
【００２４】
　より適切には、ステップ（ｂ）は、
（１）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
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（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも第１の分子マーカーを検出するための試薬と接触させることと
、
（２）前記細胞を、（ｉ）～（iv）から選択される少なくとも第２の分子マーカーを検出
するための試薬と接触させることと
を含む。
【００２５】
　前記表面異常は、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（
ＯＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択されていてもよい。これらは全て、
「腺性」（「円柱状」）である特性を共有する。これらは全て、「バレット食道」のもの
である特性を共有する。これらは全て、異形成である。これらはいずれも、扁平上皮のも
のではない。
【００２６】
　適切には、本発明は、扁平上皮異形成に関係しない。
【００２７】
　適切には、本発明は、扁平上皮癌に関係しない。
【００２８】
　適切には、表面異常は、扁平細胞異常に関係しない。
【００２９】
　前記表面異常は、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ
）からなる群から選択されていてもよい。
【００３０】
　前記表面異常は、軽度異形成（ＬＧＤ）及び高度異形成（ＨＧＤ）からなる群から選択
されていてもよい。
【００３１】
　前記表面異常は、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から
選択されていてもよい。
【００３２】
　前記表面異常は、軽度異形成（ＬＧＤ）であってもよい。
【００３３】
　前記表面異常は、高度異形成（ＨＧＤ）であってもよい。
【００３４】
　前記表面異常は、無症候性食道腺癌（ＯＡＣ）であってもよい。
【００３５】
　前記表面異常は、粘膜内癌（ＩＭＣ）であってもよい。
【００３６】
　前記マーカーのうち少なくとも３つの異常レベルをアッセイしてもよい。
【００３７】
　前記マーカーのうち少なくとも４つの異常レベルをアッセイしてもよい。
【００３８】
　前記マーカーのそれぞれの異常レベルをアッセイしてもよい。
【００３９】
　前記細胞は、食道の表面の不偏サンプリングにより回収されていてもよい。
【００４０】
　前記細胞は、カプセルスポンジを用いて回収されていてもよい。
【００４１】
　細胞は、分子マーカーを検出するための試薬と接触させる前に、（ｉ）細胞を遠心分離
によりペレットにするステップと、（ii）細胞を血漿に再懸濁するステップと、（iii）
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トロンビンを加え、血餅が形成されるまでインキュベーションするステップとにより調製
されていてもよい。調製は、前記血餅をホルマリン中でインキュベートし、処理してパラ
フィンブロックにし、顕微鏡検査のために適切な切片に薄切するステップをさらに含んで
いてもよい。
【００４２】
　ｐ５３は、免疫組織化学により評価されていてもよい。
【００４３】
　ｐ５３は、核酸レベルで評価されていてもよい。ｐ５３変異状態は、評価（例えば検出
）されていてもよい。ｐ５３変異は、配列決定により評価（例えば検出）されていてもよ
い。適切には、ｐ５３が核酸レベルで検出される場合、「異常レベルの検出」は、ｐ５３
変異の検出を意味する。言い換えると、ｐ５３変異の検出は、それ自体、異常ｐ５３又は
ｐ５３の異常レベルと見なされる。核酸レベルでｐ５３を評価することは、染色レベルを
例えばｐ５３についてのタンパク質レベルで評価する場合に存在し得る主観性を除去又は
改善する利点を有する。
【００４４】
　適切には、ｐ５３遺伝子内のいずれかの場所のｐ５３変異が検出される。このことは、
変異が遺伝子を通して広がっている可能性があるので、有利である。より適切には、ＤＮ
Ａ結合ドメイン中の変異が検出される。これらは最も一般的な変異である。適切には、ア
ッセイは、遺伝子を通しての変異を検出できる。さらなる手引きが必要である場合、さら
なる詳細について実施例１０を参照されたい。
【００４５】
　適切には、ｐ５３ナンセンス変異が検出される場合にｐ５３変異が検出される。適切に
は、ｐ５３ミスセンス変異が検出される場合にｐ５３変異が検出される。適切には、ｐ５
３欠失変異が検出される場合にｐ５３変異が検出される。適切には、ｐ５３　インデル（
ＩＮＤＥＬ）バリアント変異が検出される場合にｐ５３変異が検出される。
【００４６】
　適切には、ｐ５３変異は、実施例１０で言及する１つである。
【００４７】
　適切には、ｐ５３変異は、ｐ５３のＤＮＡ結合ドメイン中の１つである。
【００４８】
　ｐ５３は、核酸及びタンパク質の両方のレベルにて評価されていてもよい。このことに
より、タンパク質アッセイにより検出されないいずれの変異（例えば、ｐ５３発現／検出
に影響しないｐ５３変異）も捕らえられ、ｐ５３発現に影響するいずれの非ｐ５３変化（
例えばｐ５３以外の遺伝子における変異）も捕らえられる（すなわちタンパク質分析によ
り）という利点を提供する。
【００４９】
　適切には、ｐ５３は、１又は２以上のｐ５３変異の検出により評価される。
【００５０】
　適切には、ｐ５３は、免疫組織化学により評価され、ｐ５３は、１又は２以上のｐ５３
変異の検出によっても評価される。
【００５１】
　ｃＭｙｃは、免疫組織化学により評価されていてもよい。
【００５２】
　ＡＵＲＫＡは、免疫組織化学により評価されていてもよい。
【００５３】
　ＡＵＲＫＡが本発明の好ましいマーカーであることに注目すべきである。しかし、マー
カーＰＬＫ１も良好な感度（９１％）及び良好な特異性（８８％）を有することが認識さ
れる。このバイオマーカーは、ＡＵＲＫＡがよりよい感度（９３％）及び特異性（９４％
）データを示したので（実施例を参照されたい）、ＡＵＲＫＡに有利なように除外された
。しかし、本発明者らは、ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１の過剰発現が、本質的な同じ症例を検
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出することを教示する。よって、本発明の実施形態では、ＰＬＫ１をＡＵＲＫＡの代わり
に（又はＡＵＲＫＡに加えて）アッセイしてよい。よって、適切には、ＡＵＲＫＡ又はＰ
ＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡがアッセイされる。
【００５４】
　ＭｙｏＤ／Ｒｕｎｘ３のメチル化が、MethyLight分析によりアッセイされていてもよい
。
【００５５】
　非定型性が、ウィーンスケールに従って細胞をその形態についてスコア化することによ
り評価されていてもよい。適切には、ウィーンスケールは、Schlemper et al 2007 Gut 2
000;47:251-255に記載されるとおりである。
【００５６】
　別の態様では、本発明は、前記細胞をＴＦＦ３についてアッセイするステップが、前記
方法のステップ（ｂ）に先行する、上記の方法に関する。
【００５７】
　別の態様では、本発明は、処置レジメンを選択するためのアッセイであって、前記アッ
セイが、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルが検出された場合、内視鏡検査及び生検の処
置レジメンを選択するアッセイに関する。
【００５８】
　別の態様では、本発明は、
（ａ）対象からの食道試料を分析するように構成され、前記分析が、
（ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップ
を含む装置又はシステムであって、
出力モジュールを含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルが検出された場合、前記出力モジュールが、
前記対象についての食道における表面異常の可能性が増加していることを示す装置又はシ
ステムに関する。
【００５９】
　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出の補助に関する用途のための、
あるポリペプチド又はある核酸配列のメチル化を認識するか、それに結合するか又は親和
性を有する物質の使用であって、ポリペプチド及び／又は核酸配列が、上で定義するとお
り、例えばｐ５３、ｃ－Ｍｙｃ、ＡＵＲＫＡ、Ｒｕｎｘ３／ＭｙｏＤ１のメチル化である
使用に関する。別の態様では、本発明は、それぞれが、前記ポリペプチド又は核酸配列の
１又は２以上をそれぞれ認識するか、それに結合するか又は親和性を有する物質の組合せ
のそのような使用に関する。
【００６０】
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　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出の補助において用いるためのア
ッセイデバイスであって、あるポリペプチド又はある核酸配列のメチル化を認識するか、
それに結合するか又は親和性を有する物質を含有する場所を有する固体基材を含み、ポリ
ペプチド及び／又は核酸配列が、上で定義するとおり、例えばｐ５３、ｃ－Ｍｙｃ、ＡＵ
ＲＫＡ、Ｒｕｎｘ３／ＭｙｏＤ１のメチル化であるアッセイデバイスに関する。
【００６１】
　別の態様では、本発明は、生体試料中の
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ
のそれぞれの発現レベルを決定するための試薬を含み、ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル
化を決定するための試薬をさらに含んでいてもよいキットに関する。
【００６２】
　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、前記
対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の表面から
回収された細胞を含むステップと、前記細胞をＴＦＦ３についてアッセイするステップで
あって、ＴＦＦ３が試料の細胞において検出された場合、上記の方法を行うステップとを
含み、ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも１つのマーカーの異常レベルの検出が、前記対
象の食道の表面異常の可能性が増加していることを示す方法に関する。
【００６３】
　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、
（ａ）前記対象からの細胞の試料を提供し、前記細胞をＴＦＦ３についてアッセイするス
テップであって、前記試料が、対象の食道の表面から回収された細胞を含み、ＴＦＦ３が
試料の細胞において検出された場合、以下のさらなるステップを行うステップと、
（ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも１つのマーカーの異常レベルの検出が、前記
対象の食道の表面異常の可能性が増加していることを示す方法に関する。ＴＦＦ３の検出
に加えて少なくとも２つのマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも３つ
のマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも４つのマーカー、好ましくは
ＴＦＦ３の検出に加えてマーカーのそれぞれの異常レベルの検出が、前記対象の食道の表
面異常の可能性が増加していることを示していてもよい。前記細胞は、食道の表面の不偏
サンプリングにより回収されていてもよい。前記細胞は、カプセルスポンジを用いて回収
されていてもよい。
【００６４】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、食道異常を検出するため
に有用な情報を収集する方法に関する。
【００６５】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、食道異常の診断を補助す
るために有用な情報を収集する方法に関する。
【００６６】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、食道異常の診断の方法に
関する。
【００６７】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、食道異常の診断を補助す
る方法に関する。
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【００６８】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、複数の食道異常のリスク
を評価する方法に関する。
【００６９】
　別の態様では、本発明は、上記のステップを行うことを含む、１つの食道異常のリスク
を評価する方法に関する。
【００７０】
　前記異常は、異形成であってもよい。前記異常は、ＬＧＤ、ＨＧＤ、ＩＭＣ又は無症候
性ＯＡＣであってもよい。
【００７１】
　別の態様では、本発明は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、前記
表面異常が、食道腺癌（ＯＡＣ）であり、方法が、前記対象からの細胞の試料を提供する
ステップであって、前記試料が、対象の食道の表面から回収された細胞を含むステップと
、前記細胞をＳＭＡＤ４についてアッセイするステップとを含み、ＳＭＡＤ４が試料の細
胞において検出された場合、前記対象の食道の食道腺癌（ＯＡＣ）の可能性が増加してい
ることが示される方法に関する。
【発明を実施するための形態】
【００７２】
　本発明は、異形成を有する対象のリスクの評価に特に応用される。現在のところ、異形
成の評価は、対象から回収された生検に対してのみ行われる。本発明によると、対象を、
本明細書に記載する方法により、異形成（例えばＬＧＤ、ＨＧＤ、ＩＭＣの１又は２以上
、無症候性ＯＡＣを含んでいてもよい）を有するリスクについて評価できる。これらの方
法は、生検を有利に回避する。本発明の方法は、適切に明白に生検を排除する。本発明の
方法は、食道の表面サンプリング（又は食道の表面からのインビトロでの試料）のみを有
利に必要とするので、生検及び／又は内視鏡検査を回避する。
【００７３】
　よって、本発明の重要な部分は、マーカーのパネルを用いて、ＬＧＤ、ＨＧＤ又はＩＭ
Ｃの１又は２以上のような異形成を有する対象のリスクを評価することである。
【００７４】
　ＯＡＣは、浸潤性型の疾患であるとより典型的に見なされ、典型的に、ＯＡＣの患者は
、症状を既に示し、典型的に、本発明の方法は、（例えば）ＯＡＣの診断を表すよりもむ
しろ、スクリーニング又はサーベイランス用途及びリスク評価用途のために用いられる。
浸潤性ＯＡＣは、本発明の一部でない、異なるアルゴリズムを用いて典型的に診断される
。しかし、無症候性ＯＡＣ（又はより精密には、無症候性ＯＡＣのリスクの上昇）は、Ｌ
ＧＤ／ＨＧＤ／ＩＭＣ（又はより精密には、ＬＧＤ／ＨＧＤ／ＩＭＣのリスクの上昇）と
同じ様式で本発明の方法により検出できる。このことは、本発明者らにより行われている
。本発明を、本明細書に記載する様式で用いた。かかる方法を用いた結果は、その対象で
の異常／異形成のリスクがより高いことを示した。対象は、本発明に従ってリスクがより
高いことが見出された結果として、内視鏡検査／生検を受けることを推奨された。内視鏡
検査／生検は、無症候性ＯＡＣを明らかにした。患者は、次いで、適当な処置に照会され
た。よって、本発明は、無症候性ＯＡＣを含み得る異常／異形成のリスクの評価に用いる
ことができるが、本発明は、ＯＡＣの確定診断を与える診断ツールであることを意味しな
い。
【００７５】
対象／患者群
　適切には、本発明の方法は、任意の対象に用いられる。適切には、本発明の方法は、バ
レット食道を有する疑いがある任意の対象に用いられる。これらの用途は、集団全体をス
クリーニングするために有用であり得る。
【００７６】
　より適切には、本発明の方法／パネルは、癌腫を有することがわかっていないが、バレ
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ット食道についてモニタリング又はフォローアップしてもよい対象又は患者に応用される
。
【００７７】
　より適切には、本発明の方法は、バレット食道を有する任意の対象に用いられる。
【００７８】
　本発明は、バレット食道を既に有する対象における進行のリスク又はＬＧＤ／ＨＧＤ／
ＩＭＣを有するリスクの評価を補助し、このことは、本発明の重要な利点である。
【００７９】
　本発明のパネルは、バレット食道の検出を意図しないが、異形成を有するリスクの評価
を意図する。バレット食道を有することの評価は、バレット食道の確立されたＴＦＦ３マ
ーカーを用いて典型的に行われるか、又はバレット食道の診断のための任意の適切な方法
により行ってよい。
【００８０】
　バレット食道の重要なマーカーは、ＴＦＦ３マーカーである。（すなわち例えばCytosp
onge（商標）のようなカプセルスポンジからの表面からサンプリングした細胞でのＴＦＦ
３陽性。このような対象は、異形成を有さない、軽度異形成、高度異形成又は異形成につ
いて不確定であることが判明することがある。患者が診断未確定の表在性粘膜内癌腫を有
し得ることも考えられる。しかし、本発明の主な利点は、バレット食道を既に有する開始
点からの、異形成を有するリスクの評価にある。もちろん、本発明のパネル／方法は、無
症候性の対象についての全般的なスクリーニングツールとして用いることができるが、こ
のことは、経済的でないと考えられる（このことが、もちろん非常に効果的であるとして
も）。よって、経済的及び実際的な理由から、本発明は、異形成のリスクが既にある対象
、すなわちバレット食道を既に有する患者のスクリーニングに最適に応用される。
【００８１】
　適切には、対象は、バレット食道を有する。
【００８２】
　適切には、対象は、表面サンプリングされた食道細胞のＴＦＦ３についての試験が陽性
である。
【００８３】
　一実施形態では、ＴＦＦ３についての試験が、本発明の試験（パネル）に先行してよい
。これは、有用な内部対照として働く。対象がバレット食道を有することがわかっていた
場合、その表面サンプリングされた細胞は、ＴＦＦ３についての試験が陽性のはずである
。よって、バレット食道を有することがわかっている対象の食道の表面試料のＴＦＦ３に
ついての試験が陰性である場合、このことは、試料が不適切（例えば細胞が不十分、又は
円柱細胞の欠如、又は何らかのその他の問題）であることを示し得る。対象の食道の表面
から再サンプリングし、ＴＦＦ３について再試験し、バレット食道を有する患者からの信
頼できる／堅固な試料を示すＴＦＦ３についての陽性の結果が観察された場合にのみ本発
明のパネルを用いる試験に進むことが推奨される。
【００８４】
　本発明者らは、中でも、１，０００名の患者を採用することを目的として、多施設前向
き症例対照研究であるＢＥＳＴ２を設計し、この試験は、内視鏡検査と比較して、バレッ
ト食道を診断するためのCytosponge（商標）の性能特性を試験するために行った。さらに
、ＢＥＳＴ２のうちで、リスク階層化バイオマーカーのパネルをCytosponge（商標）で評
価して、異形成の内視鏡検査の程度に従って患者のリスクを階層化するそれらの能力を決
定する。リスク階層化バイオマーカーのパネルは、４つの異なるバイオマーカー、すなわ
ちｐ５３タンパク質レベル、ｃ－ＭＹＣタンパク質レベル、オーロラキナーゼＡ（ＡＵＲ
ＫＡ）タンパク質レベル並びにＲｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）及び筋原性分化１
（ＭＹＯＤ１）遺伝子のプロモーター領域のメチル化からなる。パネルは、第５マーカー
である非定型性をさらに含んでいてもよい。
【００８５】
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試料及び試料の回収
　適切には、試料は、関心のある対象からの細胞を含む。適切には、試料は、対象とする
対象からの食道細胞を含む。適切には、試料は、内視鏡検査によらず、すなわち試料は、
適切には、内視鏡を用いることなく得られる。
【００８６】
　内視鏡検査によるサンプリングは、侵襲的な技術である。さらに、内視鏡検査によるサ
ンプリングは、生検を食道に沿って間隔を置いて採取するか、又はオペレータが損傷を視
覚的に同定する標的化技術であり、特に生検を目標とする。
【００８７】
　適切には、本発明は、内視鏡検査による生検のような内視鏡検査による試料を含まない
。
【００８８】
　本発明の重要な原理は、食道異常に特異的な試験を提供することである。試験は、正常
扁平上皮食道又は胃噴門（胃）のような無関係の組織の細胞からの問題がある擬陽性のレ
ベルをもたらさない意味において特異的である。よって、これらの特定の特徴を有する試
験を提供することにより、本発明は、異常食道細胞の検出を目標とする試験を有利に提供
する。このようにして、本発明は、標的化試料回収の必要性を有利に回避する。よって、
本発明は、疑いのある損傷の領域（バレット食道）のみを標的にするよりもむしろ食道の
表面全体をサンプリングするような非標的化試料回収により得られる試料を有利に含む。
【００８９】
　よって、適切には、試料は、内視鏡検査による生検を含まない。
【００９０】
　適切には、試料は、食道ブラッシング又は表面細胞を含んでよい。食道ブラッシングは
、内視鏡又はその他の手段を用いて得ることができる。適切には、試料が食道ブラッシン
グを含む場合、食道ブラッシングは、内視鏡検査によらない手段により得られる。
【００９１】
　適切には、試料は、対象の上部腸管の表面からの細胞を含む。
【００９２】
　適切には、試料は、対象の上部腸管の表面からの細胞からなる。
【００９３】
　適切には、試料は、食道管腔全体からサンプリングした細胞を含んでよい。
【００９４】
　適切には、試料は、食道細胞及び非食道細胞の両方を含んでよい。
【００９５】
　適切には、試料は、胃噴門細胞と一緒に食道細胞を含んでよい。
【００９６】
　適切には、試料は、食道細胞からなってよい。
【００９７】
　適切には、試料は、対象の食道の表面からの細胞を含む。
【００９８】
　適切には、試料は、対象の食道の表面からの細胞からなる。
【００９９】
　最も適切には、試料は、カプセルスポンジ型サンプリング技術を用いて回収された細胞
を含んでよい。
【０１００】
　特に適切なサンプリング技術を、実施例の項に記載する。
【０１０１】
　適切な試料の例は、食道ブラッシング（内視鏡検査により又は内視鏡検査によらずに得
られたものいずれか）、バルーン細胞診により得られた試料、カプセルスポンジサンプリ
ングにより得られた試料を含む。最も適切には、試料は、カプセルスポンジサンプリング
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により得られた細胞を含む。
【０１０２】
　マーカーのパネルは、管腔表面細胞に関係する。このことは、分析される試料が、食道
管腔の表面から回収されることのみを必要とすることを意味する。このことは、内視鏡生
検のような生検の必要性を有利に回避する。さらに、このことは、分析される試料におい
て組織構造を保存する必要性を有利に回避する。
【０１０３】
　本発明のマーカーのさらなる利点は、これらのマーカーが胃粘膜（例えば胃噴門／胃）
から回収された細胞により生じる擬陽性を回避するように選択されていることである。こ
のことは、胃粘膜の細胞が試料に含まれているならば、パネルが食道異常の検出態様とし
てまだ機能できるという特定の利点を有する。これは、マーカーが胃粘膜細胞では見出さ
れず、よって試料が胃粘膜の細胞を含んでいても擬陽性が生じないからである。
【０１０４】
　よって、本発明者らによるパネルの中のマーカーの選択は、食道異常についてスクリー
ニングするためのいずれの従来技術のアプローチによってもまだ提供されていない程度の
特異性をもたらすことが認識できる。本発明者らは、このような焦点を当てた識別ができ
るパネルを最初に能動的に探求し、もたらすことに成功した。
【０１０５】
　以前の臨床研究（例えばＵＫでの参照番号：ＣＩ／２００７／００５３）で用いられた
非内視鏡カプセルスポンジデバイスを試料回収のために用いてよい。予備的研究は、この
デバイス（「Cytosponge（商標）」）が、患者に許容され、プライマリケアで用いること
ができたことを実証した。デバイスは、紐につながれ、ゼラチンカプセルに内包されたポ
リウレタンスポンジからなる。カプセルは嚥下され、胃の中で３～５分後に溶解する。
【０１０６】
　適切には、回収された細胞診標本は、処理してペレットにし、ペレットを、次いで、パ
ラフィンに包埋して、そのことにより組織構造を保存する。これは、次いで、組織診評価
を受けることができ、さらに、複数の分子及び／又は形態マーカーを単一試料に対して用
いてよい。よって、この態様の試料回収は、本発明で用いるために特に適切である。
【０１０７】
　細胞は、嚥下可能な研磨性の材料を用いて食道の表面から適切にサンプリングされ、該
材料を患者から回収し、そこからその後、マーカーの存在を決定するための分析のために
細胞を分離する。
【０１０８】
　好ましくは、食道の実質的に全表面、好ましくは全表面がサンプリングされる。
【０１０９】
　研磨性とは、該材料が食道の内部表面から細胞を取り除くことができることを意味する
。明らかに、これは対象の食道で用いることを意味するので、「研磨性」は、用途に鑑み
て解釈されなければならない。本発明の関係では、用語「研磨性」は、上記の意味を有し
、このことは、材料を適当な量／構成で食道を通過させ、細胞が食道から取り除かれたか
を決定するために材料を調べることにより試験できる。
【０１１０】
　回収デバイスで用いられる材料は、食道に存在するいずれの異形成細胞もサンプリング
するために十分に研磨性でなければならない。好ましくは、材料は、存在するいずれのバ
レット食道又は異形成又は腺癌の細胞もサンプリングするために十分に研磨性である。最
も好ましい実施形態では、好ましくは、材料は、食道全体をサンプリングできるように十
分に研磨性であり、すなわち、そのことにより、いくらかの扁平上皮細胞が、存在し得る
任意のバレット食道及び／又は円柱状及び／又は腺癌の細胞と一緒に回収される。このこ
とは、扁平上皮細胞が異形成細胞よりも取り除くことが困難であるので、それらのサンプ
リングが、正常扁平上皮細胞が材料により取り除かれるならば、正常扁平上皮細胞よりも
取り除くことが容易なバレット食道又は異形成細胞（存在するならば）のような対象とす
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る細胞をサンプリングしなかった可能性が、よって、小さいという対照をオペレータにも
たらすので、有利である。
【０１１１】
　好ましくは、嚥下可能な研磨性の材料は、膨張可能である。この実施形態では、好まし
くは、研磨性の材料は、取り出されるときよりも嚥下されるときのサイズがより小さい。
膨張性の材料は、単に、圧縮から解放された場合に、ほぼ非圧縮サイズまで膨張して戻る
ように圧縮された弾力性の材料であってよい。代わりに、これは、例えば、その元のサイ
ズを超える最終サイズまで水性流体を吸い上げることにより膨張する材料であってよい。
【０１１２】
　言い換えると、好ましくは、デバイスの材料は、嚥下と取り出しとの間にサイズが膨張
、膨潤、増長、又は増加する。好ましくは、デバイスは、自己膨張可能であり、すなわち
、嚥下と膨張との間にさらなる介入を必要としない。好ましくは、デバイスは、増長可能
でない。好ましくは、デバイスは、嚥下の後の拘束を取り除いた後に、折り畳みがほどか
れるか、広がるか、巻かれたものがほどかれるか又はサイズが成長することにより膨張す
る。好ましくは、デバイスの材料は、圧縮性であり、嚥下の後にほぼ非圧縮サイズのサイ
ズに戻る。好ましくは、デバイスは、解除可能なように圧縮状態に拘束されている圧縮材
料で構成される。好ましくは、材料は、嚥下の後に拘束から解放されて、取り出し前にデ
バイス／材料の膨張を可能にする。
【０１１３】
　好ましくは、デバイスは、カプセルの形に圧縮された圧縮性の材料を含む。好ましくは
、圧縮性の材料は、スポンジ材料の形である。好ましくは、圧縮スポンジは、カプセル塗
膜のような可溶性及び／又は消化性の塗膜で少なくとも部分的に囲まれている。好ましく
は、スポンジは、不消化性である。好ましくは、カプセル塗膜は、少なくとも部分的にゼ
ラチンで形成される。好ましくは、カプセル塗膜は、完全にゼラチンで形成される。
【０１１４】
　一実施形態では、デバイスが対象の中で失われた場合の安全性を増すために、デバイス
全体を消化性の材料で作り上げることが望ましいことがある。もちろん、研磨性の材料は
、カプセルよりも遅い速度で消化されることが必要であり、紐は、同様に遅く消化される
ことが必要であると考えられる。好ましくは、研磨性の材料は、非消化性である。好まし
くは、紐は、非消化性である。
【０１１５】
　好ましくは、研磨性の材料は、ポリウレタン、好ましくはポリウレタンスポンジを含む
。
【０１１６】
　適切には、前記研磨性の材料は、圧縮性である。適切には、前記研磨性の材料は、網状
ポリウレタンを含む。
【０１１７】
　適切には、材料は、均一の形状を有する。
【０１１８】
　適切には、材料は、均一の直径を有する。
【０１１９】
　適切には、非圧縮形状は、球状のような円形である。
【０１２０】
　適切には、非圧縮直径は、３ｃｍである。
【０１２１】
　適切には、前記紐は、研磨性の材料の表面より下に配置された紐の輪により前記研磨性
の材料につながれ、前記輪は、ひっかけ結びにより閉じられている。
【０１２２】
　適切には、前記研磨性の材料は、圧縮され、ここで、前記研磨性の材料は、可溶性カプ
セルにより圧縮状態を保つ。
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【０１２３】
　適切には、前記可溶性カプセルは、ゼラチンカプセルを含む。
【０１２４】
　適切には、前記カプセルは、溶解でき、圧縮性で研磨性の材料は、摂氏３０度の水に浸
漬した場合に５分以内に非圧縮サイズに戻ることができる。
【０１２５】
　好ましくは、デバイスは、カプセルスポンジである。明細書から明らかなように、カプ
セルスポンジは、研磨性の材料として圧縮性のスポンジを含むデバイスであって、該スポ
ンジが、カプセル形状に圧縮され、該カプセル形状圧縮スポンジが、好ましくは、ゼラチ
ンのような可溶性及び／又は消化性の材料の少なくとも部分的な塗膜により圧縮状態に可
逆的に拘束されているデバイスである。好ましくは、デバイスは、国際公開第２０１１／
０５８３１６号パンフレットに記載されるようなカプセルスポンジである。
【０１２６】
　好ましくは、試料は、内視鏡検査により回収された物質を含まない。好ましくは、試料
は、内視鏡検査による生検を含まない。好ましくは、試料は、内視鏡検査によるブラッシ
ングを含まない。
【０１２７】
　サンプリングが、食道のいずれの特定の部分にも向けられず、例えば視覚的に向けられ
ず、むしろスポンジが食道の表面全体に沿って掻き取り、管から細胞の不均質な試料を得
ることが、本発明の特徴である。内視鏡検査による生検（表面のおよそ１％をサンプリン
グする）又は内視鏡検査によるブラッシングのような従来技術により達成されるよりも大
きい割合の食道の表面がサンプリングされることが、本発明のさらなる利点である。
【０１２８】
　好ましくは、食道表面の少なくとも１０％、好ましくは少なくとも２０％、好ましくは
少なくとも３０％、好ましくは少なくとも４０％、好ましくは少なくとも５０％、好まし
くは少なくとも６０％、好ましくは少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、好
ましくは少なくとも９０％がサンプリングされる。最も好ましい実施形態では、好ましく
は、実質的に食道全体がサンプリングされ、好ましくは、食道の内部管腔全体がサンプリ
ングされる。このことは、例えば本発明の方法が試料の回収を含まないインビトロでの試
料に対しても等しく当てはまる。
【０１２９】
　適切には、試料は、インビトロでの試料である。
【０１３０】
　適切には、試料は、体外試料である。
【０１３１】
　適切には、食道のような上部腸管の細胞表面のサンプリングは、
（ｉ）食道の表面から細胞を回収できる研磨性の材料を含む嚥下可能なデバイスを対象に
導入するステップと、
（ii）前記デバイスを、食道を通して取り出すことにより取り戻すステップと、
（iii）デバイスから細胞を回収するステップと
を含む。
【０１３２】
　好ましくは、ステップ（ｉ）は、食道の表面から細胞を回収できる研磨性の材料を含む
嚥下可能なデバイスを対象の胃に導入することを含む。
【０１３３】
　適切には、試料は、白人のヒト対象からである。
【０１３４】
　適切には、試料は、逆流の履歴がある対象からである。
【０１３５】
　適切には、試料は、男性対象からである。



(19) JP 2016-509228 A 2016.3.24

10

【０１３６】
　適切には、試料は、肥満対象からである。
【０１３７】
本発明の方法
　一実施形態では、適切には、方法は、インビトロでの方法である。一実施形態では、適
切には、方法は、体外法である。一実施形態では、適切には、細胞の実際のサンプリング
は、本発明の方法の一部でない。適切には、方法は、細胞の回収を含まない。
【０１３８】
　適切には、試料は、以前に回収された試料である。適切には、方法は、細胞がアッセイ
される対象の存在を必要としない。適切には、試料は、インビトロでの試料である。適切
には、方法は、狭義での実際の医療判断を含まない。このような狭義での判断は、典型的
に、医師により行われる。
【０１３９】
　適切には、本発明の方法は、インビトロで行われる。適切には、本発明の方法は、体外
で行われる。
【０１４０】
本発明で用いられるマーカー
【０１４１】
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【表１】

 
【０１４２】
　Genbank受託番号は、本出願の出願日、すなわち２０１３年２月２１日の時点でのデー
タベースを参照して示す。いずれのさらなる補佐が必要な場合も、好ましくは、ここに示
す受託番号は、２０１３年２月１５日のGenbank公開番号１９４．０を参照するべきであ
る。
【０１４３】
　説明のために、例示的なｐ５３配列を、GenBankから取得したとおりに以下に示す。
【０１４４】
　ホモ・サピエンス（Homo sapiens）腫瘍タンパク質ｐ５３（ＴＰ５３）、転写バリアン
ト１、ｍＲＮＡ
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ＮＣＢＩ参照配列：ＮＭ＿０００５４６．５
受託番号ＮＭ＿０００５４６
バージョンＮＭ＿０００５４６．５
起源
1 gatgggattg gggttttccc ctcccatgtg ctcaagactg gcgctaaaag ttttgagctt
61 ctcaaaagtc tagagccacc gtccagggag caggtagctg ctgggctccg gggacacttt
121 gcgttcgggc tgggagcgtg ctttccacga cggtgacacg cttccctgga ttggcagcca
181 gactgccttc cgggtcactg ccatggagga gccgcagtca gatcctagcg tcgagccccc
241 tctgagtcag gaaacatttt cagacctatg gaaactactt cctgaaaaca acgttctgtc
301 ccccttgccg tcccaagcaa tggatgattt gatgctgtcc ccggacgata ttgaacaatg
361 gttcactgaa gacccaggtc cagatgaagc tcccagaatg ccagaggctg ctccccccgt
421 ggcccctgca ccagcagctc ctacaccggc ggcccctgca ccagccccct cctggcccct
481 gtcatcttct gtcccttccc agaaaaccta ccagggcagc tacggtttcc gtctgggctt
541 cttgcattct gggacagcca agtctgtgac ttgcacgtac tcccctgccc tcaacaagat
601 gttttgccaa ctggccaaga cctgccctgt gcagctgtgg gttgattcca cacccccgcc
661 cggcacccgc gtccgcgcca tggccatcta caagcagtca cagcacatga cggaggttgt
721 gaggcgctgc ccccaccatg agcgctgctc agatagcgat ggtctggccc ctcctcagca
781 tcttatccga gtggaaggaa atttgcgtgt ggagtatttg gatgacagaa acacttttcg
841 acatagtgtg gtggtgccct atgagccgcc tgaggttggc tctgactgta ccaccatcca
901 ctacaactac atgtgtaaca gttcctgcat gggcggcatg aaccggaggc ccatcctcac
961 catcatcaca ctggaagact ccagtggtaa tctactggga cggaacagct ttgaggtgcg
1021 tgtttgtgcc tgtcctggga gagaccggcg cacagaggaa gagaatctcc gcaagaaagg
1081 ggagcctcac cacgagctgc ccccagggag cactaagcga gcactgccca acaacaccag
1141 ctcctctccc cagccaaaga agaaaccact ggatggagaa tatttcaccc ttcagatccg
1201 tgggcgtgag cgcttcgaga tgttccgaga gctgaatgag gccttggaac tcaaggatgc
1261 ccaggctggg aaggagccag gggggagcag ggctcactcc agccacctga agtccaaaaa
1321 gggtcagtct acctcccgcc ataaaaaact catgttcaag acagaagggc ctgactcaga
1381 ctgacattct ccacttcttg ttccccactg acagcctccc acccccatct ctccctcccc
1441 tgccattttg ggttttgggt ctttgaaccc ttgcttgcaa taggtgtgcg tcagaagcac
1501 ccaggacttc catttgcttt gtcccggggc tccactgaac aagttggcct gcactggtgt
1561 tttgttgtgg ggaggaggat ggggagtagg acataccagc ttagatttta aggtttttac
1621 tgtgagggat gtttgggaga tgtaagaaat gttcttgcag ttaagggtta gtttacaatc
1681 agccacattc taggtagggg cccacttcac cgtactaacc agggaagctg tccctcactg
1741 ttgaattttc tctaacttca aggcccatat ctgtgaaatg ctggcatttg cacctacctc
1801 acagagtgca ttgtgagggt taatgaaata atgtacatct ggccttgaaa ccacctttta
1861 ttacatgggg tctagaactt gacccccttg agggtgcttg ttccctctcc ctgttggtcg
1921 gtgggttggt agtttctaca gttgggcagc tggttaggta gagggagttg tcaagtctct
1981 gctggcccag ccaaaccctg tctgacaacc tcttggtgaa ccttagtacc taaaaggaaa
2041 tctcacccca tcccacaccc tggaggattt catctcttgt atatgatgat ctggatccac
2101 caagacttgt tttatgctca gggtcaattt cttttttctt tttttttttt ttttttcttt
2161 ttctttgaga ctgggtctcg ctttgttgcc caggctggag tggagtggcg tgatcttggc
2221 ttactgcagc ctttgcctcc ccggctcgag cagtcctgcc tcagcctccg gagtagctgg
2281 gaccacaggt tcatgccacc atggccagcc aacttttgca tgttttgtag agatggggtc
2341 tcacagtgtt gcccaggctg gtctcaaact cctgggctca ggcgatccac ctgtctcagc
2401 ctcccagagt gctgggatta caattgtgag ccaccacgtc cagctggaag ggtcaacatc
2461 ttttacattc tgcaagcaca tctgcatttt caccccaccc ttcccctcct tctccctttt
2521 tatatcccat ttttatatcg atctcttatt ttacaataaa actttgctgc cacctgtgtg
2581 tctgaggggt g
【０１４５】
非定型性
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　非定型性は、観察により評価される。
【０１４６】
　適切には、細胞を観察の前に染色する。適切には、細胞は、ヘマトキシリン及びエオシ
ン（Ｈ＆Ｅ）染色を用いて染色する。このことは、慣習的で長く確立された組織診に従っ
て細胞を互いに容易に区別する利点がある。
【０１４７】
　標準的な組織診／細胞診を用いて、細胞を見分ける。
【０１４８】
　スコア化は、ウィーンスケールに従って行う。
【０１４９】
　本発明の関係では、異常は、ウィーンスケールに従って判断する。よって、本発明のマ
ーカーのパネルに加えて任意選択の余分のマーカーとして非定型性をアッセイする場合に
細胞のこれらの異常カテゴリーの１又は２以上を観察することは、その分析において非定
型性マーカーについて「異常」を見出したことが記録されたことを意味する。
【０１５０】
　本発明のパネルの４つのマーカーに加えて非定型性もアッセイしていてもよいことの利
点は、感度及び／又は特異性の増加を得ることができることである。
【０１５１】
　いずれのさらなる補佐が必要な場合も、Winifred GrayによるDiagnostic Cytopatholog
y第２版のようなこの分野での標準的な参考書が参照される。さらに又は代わりに、Cecil
ia M. Fenoglio-Preiser、Amy E. Noffsinger、Grant N. Stemmermann、Patrick E. Lant
z、Peter G. IsaacsonによるGastrointestinal Pathology An Atlas and Textbook第３版
のような参考書を用いてよい。これらの参考書は、本明細書で言及する細胞型の特徴につ
いて示す項について、参照により本明細書に具体的に組み込まれている。任意のその他の
慣習的な細胞診/組織診の手引きも、必要であれば用いてよい。
【０１５２】
ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ，hematoxylin & eosin）
　ヘマトキシリン及びエオシン染色は、一方は核を染色し、他方は細胞質及び結合組織を
染色する２つの別々の色素を用いる。ヘマトキシリンは、濃い紫がかった色素で、核内の
クロマチン（核物質）を染色して、濃い紫がかった青にする。エオシンは、オレンジがか
ったピンク～赤の色素で、結合組織及びコラーゲンを含む細胞質物質を染色して、オレン
ジ－ピンクに対比染色する。この対比染色は、核の紫がかった青の核染色と鮮明な対比と
して作用して、細胞膜（境界）、赤血球及び体液のような組織中のその他の物体を同定す
る助けとなる。
【０１５３】
　染色プロセスは、試料の水和（必要であれば）、核色素（ヘマトキシリン）での染色及
びすすぎ、そして対比染色（エオシン）を含む。これらはすすがれ、必要であれば脱水さ
れ（例えば水、次いでアルコール、次いでキシレンで処理する）、例えばカバーガラスを
加えることにより観察のための準備がなされる。
【０１５４】
進行的／退行的染色
　Ｈ＆Ｅ染色を実行するための２つの方法がある。スライドをヘマトキシリン中に入れ、
次いですすぎ、エオシン中に入れる進行的方法と、スライドをより強い型のヘマトキシリ
ン中に入れ、次いで酸アルコール中で、核以外の全てからヘマトキシリンを取り出して区
別し、次いでエオシン中に入れる退行的方法である。両方の型の染色では、青み付け溶液
（スコットの水道水又はアンモニア水）を用いて、核を濃い紫がかった青色に染色してい
てもよい。
【０１５５】
　進行的染色では、より穏やかな形のヘマトキシリンを用い、これは、細胞の核のみを染
色し、水ですすいだ場合に核物質をより濃い青にする。この方法を用いて、技術者は、単
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純に染色し、すすぎ、次のステップに移ることができる。この方法の利点は、単純さ、ス
テップがより少ないこと、及び酸アルコール中での過剰／過少区別の可能性を回避するこ
とである。染色のレベル又は色は標準化されており、一貫している。進行的染色は、自動
化がより容易であるという利点を有する。
【０１５６】
　進行的染色のためのヘマトキシリン製品は、Sigma社（Sigma Aldrich社）からのように
市販で入手可能であり、ギルの１号、ギルの２号、ギルの３号及びマイヤーのヘマトキシ
リンを含む。３つのギル染色の違いは、ヘマトキシリンの強度である。ギルの１号は、組
織でなく体液懸濁物からの個別の細胞を染色するので、より弱いヘマトキシリンが適切で
ある細胞診染色のために主に用いられる。ギルの２号及び３号は、より強く、組織診染色
のために一般的に用いられる。これらは、組織構造のために開発されている。ギルの２号
又は３号を用いるかの選択は、当業者の好みの問題である。
【０１５７】
　退行的染色では、ハリスヘマトキシリンと呼ばれるより強い形のヘマトキシリンを用い
る。ハリスヘマトキシリンは、スライド上の全てを染色し、すすいだ場合に組織に保持さ
れる。よって、染色及び水でのすすぎの後の次のステップは、区別するか又は核以外の全
てから過剰のヘマトキシリンを取り出すことである。スライドを、穏やかな酸アルコール
溶液中で撹拌すると、酸アルコール溶液が過剰のヘマトキシリンをゆっくりと取り除く。
区別した後に、スライドをすすぎ、青み付け溶液（スコットの水道水又はアンモニア水）
中に入れ、このことにより、核が濃い紫がかった青色になる。
【０１５８】
　退行的染色のためのヘマトキシリン製品は、Sigma社（Sigma Aldrich社）からのように
市販で入手可能であり、ハリスヘマトキシリンを含む。
【０１５９】
　ヘマトキシリン染色後に、試料をすすぎ、エオシン中で染色する。必要であれば、これ
らを、強度に勾配をつけたアルコールを用いて脱水し、キシレン中で透明にし、最後に、
例えばカバーガラス及び／又は永久標本用封入剤を用いて観察のための準備をしてよい。
【０１６０】
　エオシン製品は、Sigma社（Sigma Aldrich社）からのように市販で入手可能であり、エ
オシンＹ、エオシンＹアルコール性、エオシンＹ－フロキシンを含む。３種のギルの染色
と同様に、エオシンは、その強度及び色の濃さで区別される。エオシンＹは、３つのうち
で最も弱く、細胞質及びコラーゲンをピンクに染色する。エオシンＹアルコール性は、よ
り強い染色であり、そのアルコール成分のために、より鮮やかなオレンジがかった赤色を
与える。エオシンＹ－フロキシンは、最も強い染色であり、フロキシンの添加により、圧
倒的な赤色を有する。エオシンの選択は、当業者によるが、エオシンＹ－フロキシンは、
標準的な組織診のためには赤すぎると一般的に考えられる。よって、適切には、用いるエ
オシンは、エオシンＹアルコール性である。
【０１６１】
　特定の細胞型についての分子マーカーの使用を回避できることが、ヘマトキシリン及び
エオシン（Ｈ＆Ｅ）染色の利点である。
【０１６２】
参照標準
　本発明は、あるマーカーの「異常」レベルの決定を必要とする。「異常」は、参照標準
との比較により定義してよい。
【０１６３】
　本発明の関係では、参照標準は、対象の試料中に存在する発現レベル／メチル化レベル
／非定型性を比較できる、比較の対象として機能する。参照標準は、対象となる試料と並
行して分析される健常対象からの試料を含んでよい。代わりに、前記参照標準は、比較す
るための前記バイオマーカーの発現レベルの値を与えるように健常対象から採取された試
料から以前に決定された前記バイオマーカーについての発現レベルの値を含んでよい。こ
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のことは、方法を行うごとに参照試料の並行した分析を行うことを必要としないという利
点がある。適切には、健常者は、例えば年齢、性別、体重及び任意のその他の関連するパ
ラメータのような人口統計学的特徴が考慮する対象と類似する個体である。
【０１６４】
　参照標準は、経時的に決定された前記バイオマーカーについての平均としての発現レベ
ルの値の組であってもよい。このことは、方法を実行するごとに別の個体からの試料を採
取して測定する実際上の問題を排除するという利点を有する。適切には、経時的に決定さ
れた前記バイオマーカーについての平均としての発現レベルの値の前記組は、年齢、性別
、体重などのような医療的特徴により分割された異なるカテゴリーに分割して、調べられ
る特定の対象についてのより直接的な比較できる値の組を提供できる。
【０１６５】
　本発明のタンパク質マーカーについて、それらの染色は、本明細書に記載するようにし
てスコア化される。スコア化システムは、正常／異常を既に考慮している。よって、染色
をスコア化することによる絶対的な類別により、各分析についての直接的参照標準の必要
性は、有利に任意選択となる。
【０１６６】
　メチル化について、MethyLightスコアは、実施例の項に記載するような本明細書に記載
するようにして評価した場合、異常と見なされる。
【０１６７】
　用いるための例示的なメチル化カットオフは、０．０２６０４である。これは、本発明
を実行するオペレータによる必要性に応じて変動してよい。Methylightアッセイについて
、例示的なカットオフ（メチル化カットオフ）は、０．０１～０．３１の範囲である。こ
れもまた、本発明を実行するオペレータによる必要性に応じて変動してよい。
【０１６８】
参照配列
　数値アドレスを用いて特定のアミノ酸残基に言及する場合、番号付けは、全長アミノ酸
配列を参照配列として用いて行われる。対象となる残基を位置付けるために当該技術にお
いてよく理解されていることと同様に、このことが行われる。このことは、常に厳密な計
数を行うことではなく、文脈に注意すべきである。例えば、ヒトｐ５３のような対象とな
るタンパク質がわずかに異なる長さのものである場合、特定の残基に対応するｐ５３配列
中の正しい残基の場所は、対象となる配列の同一の番号を有する残基を単に選ぶのではな
くむしろ、配列を整列させ、等価又は対応する残基を選び出すことを必要とすることがあ
る。このことは、十分に当業者の範囲内である。
【０１６９】
　さらに、本発明の関係では、記載されるものに対応する特定のポリペプチド配列を検出
することが重要である。このような検出のための技術及び／又は試薬は、広く入手可能で
あり、及び／又は入手若しくは作製することが容易である。例示的な材料及び技術は、実
施例の項に示す。特定のポリペプチド、例えば特定の遺伝子のポリペプチド生成物の検出
は、適切には、タンパク質検出のレベルで考慮される。これは、特定の又は精密に１００
％同一アミノ酸配列の決定ではなくむしろ、タンパク質の発現の問題である。例示的なア
ミノ酸配列を、検出されるポリペプチドについての手引きとして示し、これらの精密な全
長１００％同一アミノ酸配列のみの決定に本発明を制約することを意図しない。よって、
対立遺伝子バリアントのようなバリアント、ポリペプチドの基本的な同一性を変更しない
点突然変異又は短い付加若しくは欠失のような変異体、或いはスプライスバリアント、切
断又は成熟タンパク質のような断片、翻訳後修飾タンパク質或いはその他のこのような一
般的な形は、開示している様々なバイオマーカータンパク質の存在／非存在又は発現レベ
ルを決定する事項の範囲内であると考えられる。
【０１７０】
　断片は、適切には少なくとも１０アミノ酸の長さ、適切には少なくとも２５アミノ酸、
適切には少なくとも５０アミノ酸、適切には少なくとも１００アミノ酸、適切には少なく
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とも２００アミノ酸、適切には対象となるポリペプチドの大部分である。適切には、断片
は、対象となるポリペプチドのモチーフ全体又はドメイン全体を含む。
【０１７１】
配列相同性／同一性
　配列相同性は、機能的類似性（すなわち類似の化学的特性／機能を有するアミノ酸残基
）の点で考慮することもできるが、本書面の関係では、相同性を配列同一性の点で表すこ
とが好ましい。
【０１７２】
　配列比較は、目で、又はより一般的には、容易に入手可能な配列比較プログラムの補助
により行うことができる。これらの公共及び市販で入手可能なコンピュータプログラムは
、２又は３以上の配列間のパーセント相同性（例えばパーセント同一性）を算出できる。
【０１７３】
　パーセント同一性は、連続する配列にわたって算出してよく、すなわち、一方の配列を
他方の配列と整列させ、一方の配列中の各アミノ酸を、他方の配列中の対応するアミノ酸
と、１回に１残基ずつ直接比較する。このことは、「ギャップなし」アラインメントと呼
ばれる。典型的に、このようなギャップなしアラインメントは、比較的短い数の残基（例
えば５０未満の連続するアミノ酸）にわたってのみ行われる。より長い配列にわたる比較
について、ギャップスコア化を用いて、最適なアラインメントを得て、互いに対して挿入
又は欠失を有する関連する配列における同一性レベルを正確に反映する。このようなアラ
インメントを行うための適切なコンピュータプログラムは、GCG Wisconsin Bestfitパッ
ケージ（University of Wisconsin、U.S.A; Devereux et al., 1984, Nucleic Acids Res
earch 12:387）である。配列比較を行うことができるその他のソフトウェアの例は、それ
らに限定されないが、BLASTパッケージ、FASTA（Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol.
 215:403-410）及び比較ツールのGENEWORKSスイートを含む。
【０１７４】
　本書面の関係では、相同アミノ酸配列は、少なくとも４０、５０、６０、７０、８０又
は９０％同一であるアミノ酸配列を含む。最も適切には、対象となるバイオマーカーに対
して少なくとも９０％の配列同一性を有するポリペプチドを、そのバイオマーカーの存在
を示すと見なし、より適切には、アミノ酸レベルで９５％以上、又はより適切には９８％
同一であるポリペプチドを、そのバイオマーカーの存在を示すと見なす。適切には、前記
比較は、対象となるバイオマーカーの存在又は非存在を決定するためにアッセイされるポ
リペプチド又は断片の少なくとも長さにわたって行われる。最も適切には、比較は、対象
となるポリペプチドの全長にわたって行われる。核酸ヌクレオチド配列について、同じ考
慮を当てはめる。
【０１７５】
利点
　Rugge, M., Fassan, M., Zaninotto, G., Pizzi, M., Giacomelli, L., Battaglia, G.
, Rizzetto, C., Parente, P., and Ancona, E. (2010). Aurora kinase A in Barrett's
 carcinogenesis. Hum Pathol 41, 1380-1386の主な焦点であるようなｍＲＮＡ研究は、
「正常」レベルを確立することが困難である。カットオフ値を定義することは、挑戦的で
ある。結果を信頼あるものにするためには、非常に大きい標本サイズが必要である。広い
範囲の発現レベルが観察される。ｍＲＮＡ発現レベルは、タンパク質発現レベルと相関し
ないことがある。ｍＲＮＡは、Cytospongeで回収された試料で分解し得る。タンパク質は
、より安定である。Rugge et alは、バレット食道での異形成の診断のためのＡＵＲＫＡ
の使用について言及していない。プライマリケアの環境では、試料は、回収され、冷蔵庫
に貯蔵され、郵便で送られ、やっと実験室に試験のために到着する。本発明の利点は、シ
グナルがこのような試料処理の間に損なわれないことである。Rugge et alは、ＩＨＣに
よりＡＫＡを測定し、ｐ５３とも相関させている。Rugge et alでの主な欠点は、ＡＫＡ
を主要な細胞質染色として報告していることである。このことは、ＡＫＡが核内で機能し
、よってRugge et alの細胞質染色が信頼できるように見えないので、非常に問題がある
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。Rugge et alが用いるＡｂは、Epitomics社からであり、これは、非特異的で信頼できな
い結果が生じる可能性が高いと考えられる。対照的に、我々は、核染色を示す。例えば、
本発明者らは、Millipore社からの抗体を用いる。本発明者らは、抗体の特異性について
確認している。
【０１７６】
　適切には、ｍＲＮＡは、本発明における分析のために用いない。
【０１７７】
　適切には、本発明で用いる抗体は、アッセイされるタンパク質に特異的である。
【０１７８】
　Liu et al 2008は、中国人患者からの癌のパネルを研究している。中国では、食道癌の
＞９０％が扁平上皮細胞癌である。よって、著者らは、バレット食道から腺癌への進行と
ともにではなく、食道の扁平上皮細胞癌のｐ５３の発現を実証している。
【０１７９】
　Agnese et al 2007は、オーロラキナーゼＡ及びｐ５３が腸化生を有するバレット食道
と胃化生を有するバレット食道との区別を補助できるかを評価しようとしている。要約で
の結論は、いずれの有意な結果を得るには研究が小さすぎると述べている。いずれにして
も、対照的に、本発明は、例えばバレット食道における異形成／癌の検出に関し、これは
、胃化生と腸化生とを区別しようとするAgnese et alの試みとは別問題である。Agnese e
t alは、ＲＮＡ転写産物レベルを測定し、オーロラキナーゼＡのタンパク質レベルを調べ
ていない。ＲＮＡ転写産物レベルは、翻訳後修飾のために、必ずしもタンパク質と解釈さ
れない。本発明者らは、ＲＮＡに依拠して、これが良好なタンパク質レベルバイオマーカ
ーであるとは言わない。多数の候補マーカーがこの段階で落とされ、すなわち良好なタン
パク質バイオマーカーを生じない。
【０１８０】
　本発明を、ここで、番号付けした段落により記載する。
【０１８１】
ｉ.対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の表面異常の可能性が
増加していることを意味する方法。
【０１８２】
ii.ステップ（ｂ）が、
（１）細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ又はＰＬＫ１、好ましくはＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも第１の分子マーカーを検出するための試薬と接触させることと
、
（２）前記細胞を、（ｉ）～（iv）から選択される少なくとも第２の分子マーカーを検出
するための試薬と接触させることと
を含む、段落ｉに記載の方法。
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【０１８３】
iii.表面異常が、軽度異形成（ＬＧＤ）、高度異形成（ＨＧＤ）、無症候性食道腺癌（Ｏ
ＡＣ）及び粘膜内癌（ＩＭＣ）からなる群から選択される、段落ｉ又は段落iiに記載の方
法。
【０１８４】
iv.マーカーのうち少なくとも３つの異常レベルがアッセイされる、段落ｉ又は段落iiに
記載の方法。
【０１８５】
ｖ.マーカーのうち少なくとも４つの異常レベルがアッセイされる、段落ｉ～ivのいずれ
かに記載の方法。
【０１８６】
vi.細胞を非定型性についてアッセイするステップをさらに含む、段落ｉ～ｖのいずれか
に記載の方法。
【０１８７】
vii.細胞が、食道の表面の不偏サンプリングにより回収される、段落ｉ～viのいずれかに
記載の方法。
【０１８８】
viii.細胞が、カプセルスポンジを用いて回収される、段落viiに記載の方法。
【０１８９】
ix.細胞が、分子マーカーを検出するための試薬と接触させる前に、（ｉ）細胞を遠心分
離によりペレットにするステップと、（ii）細胞を血漿に再懸濁するステップと、（iii
）トロンビンを加え、血餅が形成されるまでインキュベーションするステップとにより調
製される、段落ｉ～viiiのいずれかに記載の方法。
【０１９０】
ｘ.血餅をホルマリン中でインキュベートし、処理してパラフィンブロックにし、顕微鏡
検査に適切な切片に薄切するステップをさらに含む、段落ixに記載の方法。
【０１９１】
xi.ｐ５３が、免疫組織化学により評価される、段落ｉ～ｘのいずれかに記載の方法。
【０１９２】
xii.ｃＭｙｃが、免疫組織化学により評価される、段落ｉ～xiのいずれかに記載の方法。
【０１９３】
xiii.ＡＵＲＫＡが、免疫組織化学により評価される、段落ｉ～xiiのいずれかに記載の方
法。
【０１９４】
xiv.ＭｙｏＤ／Ｒｕｎｘ３のメチル化が、MethyLight分析により評価される、段落ｉ～xi
iiのいずれかに記載の方法。
【０１９５】
xv.非定型性が、ウィーンスケールに従って細胞をその形態についてスコア化することに
より評価される、段落viに記載の方法。
【０１９６】
xvi.細胞をＴＦＦ３についてアッセイするステップが、方法のステップ（ｂ）に先行する
、段落ｉ～xvのいずれかに記載の方法。
【０１９７】
xvii.処置レジメンを選択するためのアッセイであって、前記アッセイが、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含むステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
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（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルが検出された場合、内視鏡検査及び生検の処
置レジメンを選択するアッセイ。
【０１９８】
xviii.（ａ）対象からの食道試料を分析するように構成され、前記分析が、
（ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイするステップ
を含む装置又はシステムであって、
出力モジュールを含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルが検出された場合、前記出力モジュールが、
前記対象についての食道における表面異常の可能性が増加していることを示す装置又はシ
ステム。
【０１９９】
xix.対象の食道の表面異常の検出の補助に関する用途のための、あるポリペプチド又はあ
る核酸配列のメチル化を認識するか、それに結合するか又は親和性を有する物質の使用で
あって、ポリペプチド及び／又は核酸配列が、段落ｉ～xvのいずれかで定義するとおりで
ある使用。
【０２００】
xx.それぞれが、ポリペプチド又は核酸配列の１又は２以上をそれぞれ認識するか、それ
に結合するか又は親和性を有する物質の組合せの段落xixに記載の使用。
【０２０１】
xxi.対象の食道の表面異常の検出の補助において用いるためのアッセイデバイスであって
、あるポリペプチド又はある核酸配列のメチル化を認識するか、それに結合するか又は親
和性を有する物質を含有する場所を有する固体基材を含み、ポリペプチド及び／又は核酸
配列が、段落ｉ～xvのいずれかで定義するとおりであるアッセイデバイス。
【０２０２】
xxii.生体試料中の
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ
のそれぞれの発現レベルを決定するための試薬を含み、ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル
化を決定するための試薬をさらに含んでいてもよいキット。
【０２０３】
xxiii.対象の食道の表面異常の検出を補助するための方法であって、前記対象からの細胞
の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の表面から回収された細胞
を含むステップと、前記細胞をＴＦＦ３についてアッセイするステップであって、ＴＦＦ
３が試料の細胞において検出された場合、段落ｉ～xvのいずれかに記載の方法を行うステ
ップとを含み、ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも１つのマーカーの異常レベルの検出が
、前記対象の食道の表面異常の可能性が増加していることを示す方法。
【０２０４】
xxiv.ＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも２つのマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に
加えて少なくとも３つのマーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて少なくとも４つの
マーカー、好ましくはＴＦＦ３の検出に加えて５つ全てのマーカーの異常レベルの検出が
、対象の食道の表面異常の可能性が増加していることを示す、段落xxiiiに記載の方法。
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【０２０５】
xxv.細胞が、食道の表面の不偏サンプリングにより回収される、段落xxiii又は段落xxiv
に記載の方法。
【０２０６】
xxvi.細胞が、カプセルスポンジを用いて回収される、段落xxvに記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【０２０７】
　ここで、本発明の実施形態について、添付の図面を参照してさらに記載する。図面は以
下のとおりである。
【図１】４つの異なる染色強度（０、１、２、３）でのCytosponge（商標）から得られた
細胞に対するｃ－ＭＹＣ染色の例を示す。
【図２】写真及びグラフを示す。
【図３】フローチャートを示す。
【図４】フローチャートを示す。
【図５】フローチャートを示す。
【図６】写真を示す。
【図７】研究の概要を示すフローチャートを示す。各段階で用いた試料の数を示す。各研
究相のために用いた方法は、左側に示す。ＥＡＣ、食道腺癌、ＢＥ、バレット食道、ＨＧ
Ｄ、高度異形成。
【図８】食道腺癌における変異を示す。上の棒グラフは、示した遺伝子についての異常を
有する試料のパーセンテージを示す。太字の数字は、各遺伝子についての変異の総数を示
す。我々のＥＡＣ発見及び検証コホート（併せて合計で１１２名の患者）における４又は
５以上の変異を有する遺伝子を含めた。ミスセンス、ナンセンス／スプライス及びｉｎｄ
ｅｌ変異の割合を示す。下の行列は、それぞれの可能性のある遺伝子の対について両方の
遺伝子に変異を有する試料の数を示す。赤色で強調した箱は、有意に同時発生する変異を
示す（ベンジャミーニ－ホッホバーグ調整ｐ値＜０．０５）。
【図９】ＴＰ５３及びＳＭＡＤ４変異が、癌に向かう進行の境界を正確に規定するが、他
の変異は、独立した疾患段階で生じると見られることを示す。Ａ．２６遺伝子からなる我
々のパネルにおいて少なくとも１つの変異を有する未異形成ＢＥ（ＮＤＢＥ，never-dysp
lastic BE）患者、高度異形成（ＨＧＤ）を有するＢＥ患者及びＥＡＣ患者の数を示す棒
グラフ。Ｂ．ＥＡＣ発見コホート及びＥＡＣ検証コホートで同定された反復的に変異する
遺伝子（≧４試料で変異している）での変異を有する未異形成ＢＥ、ＨＧＤを有するＢＥ
及びＥＡＣ試料のパーセンテージ。ＴＰ５３及びＳＭＡＤ４だけが、その変異が未異形成
と異形成ＢＥ（ＴＰ５３）又は癌（ＳＭＡＤ４）との間の境界を分ける（＊ｐ＜０．０５
）遺伝子である。Ｃ．ＢＥ癌発生における境界を規定する変異についての提案するモデル
。細かく区切った箱は、生じる可能性があり、疾患の任意の段階にて選択的な利点を与え
得る複数のその他の変異を示す。
【図１０】ＴＰ５３変異を用いてCytosponge（商標）において一般的な高度異形成を有す
るＢＥを診断できることを示す。Ａ．胃の頂部、食道の全長及び中咽頭からの細胞のCyto
sponge（商標）サンプリングの模式図。Ｂ．診断用生検についてのＴＰ５３配列決定によ
り以前に同定された既知のＴＰ５３変異についての対立遺伝子分率。これらの４名の患者
について、変異は、Cytosponge（商標）を用いて回収された物質中でも検出できる。患者
４は、８ヶ月離れた２回の異なる機会にわたってCytosponge（商標）を嚥下し、両方のCy
tosponge（商標）試料についてのデータを示す。Ｎ／Ａ＝試料を採取しなかったので該当
なし、ＡＦ＝対立遺伝子分率。Ｃ．Cytosponge（商標）試料で同定されたＴＰ５３変異の
対立遺伝子分率を、３つの患者群、すなわち非ＢＥ、異形成を有さないＢＥ及び高度異形
成（ＨＧＤ）を有するＢＥについて示す。Ｄ．Cytosponge（商標）試料について同定され
たＴＰ５３変異の位置を、ＥＡＣ及びＢＥ　ＨＧＤ生検コホートにおいて見出されたもの
と比較して、遺伝子図の上に示す。遺伝子概要上の点線は、多重化ＰＣＲアッセイにより
カバーされない２つの小領域（アミノ酸１～２７及び３６１～３９３）を示す。ＴＡ、転
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写活性化ドメイン、ＯＤ、オリゴマー形成ドメイン。
【０２０８】
　さらなる特定の好ましい態様を、添付の独立請求項及び従属請求項に示す。従属請求項
の特徴は、適当であれば、特許請求の範囲に明示的に記載するもの以外の組合せで、独立
請求項の特徴と組み合わせてよい。
【０２０９】
　機能を提供するために操作可能であるとして装置の特徴が記載される場合、このことは
、その機能を提供するか又はその機能を提供するように適合若しくは構成された装置の特
徴を含むと認識される。
［実施例］
【実施例１】
【０２１０】
マーカーの選択
　４つの分子リスク階層化バイオマーカー（と、場合によって５番目の非定型性マーカー
）を選択するいくつかの理由があったが、その例を以下に示す。
【０２１１】
　ｐ５３タンパク質蓄積は、ｐ５３が最もよく特徴決定された腫瘍抑制因子タンパク質の
１つであり、バレット食道での異形成（Bian, Y.S., Osterheld, M.C., Bosman, F.T., B
enhattar, J., and Fontolliet, C. (2001). p53 gene mutation and protein accumulat
ion during neoplastic progression in Barrett's esophagus. Mod Pathol 14, 397-403
）及びＯＡＣへの進行のリスクの増加（Kastelein, F., Biermann, K., Steyerberg, E.W
., Verheij, J., Kalisvaart, M., Looijenga, L.H., Stoop, H.A., Walter, L., Kuiper
s, E.J., Spaander, M.C., et al. (2012). Aberrant p53 protein expression is assoc
iated with an increased risk of neoplastic progression in patients with Barrett'
s oesophagus. Gut；Sikkema, M., Kerkhof, M., Steyerberg, E.W., Kusters, J.G., va
n Strien, P.M., Looman, C.W., van Dekken, H., Siersema, P.D., and Kuipers, E.J. 
(2009). Aneuploidy and overexpression of Ki67 and p53 as markers for neoplastic 
progression in Barrett's esophagus: a case-control study. Am J Gastroenterol 104
, 2673-2680）と関連することが示されているので、バイオマーカーとして選択した。
【０２１２】
　よく特徴決定された癌遺伝子であるｃ－ＭＹＣは、これがＯＡＣにおいて反復的に増幅
され（Miller, C.T., Moy, J.R., Lin, L., Schipper, M., Normolle, D., Brenner, D.E
., Iannettoni, M.D., Orringer, M.B., and Beer, D.G. (2003). Gene amplification i
n esophageal adenocarcinomas and Barrett's with high-grade dysplasia. Clin Cance
r Res 9, 4819-4825；Rygiel, A.M., Milano, F., Ten Kate, F.J., Schaap, A., Wang, 
K.K., Peppelenbosch, M.P., Bergman, J.J., and Krishnadath, K.K. (2008). Gains an
d amplifications of c-myc, EGFR, and 20.q13 loci in the no dysplasia-dysplasia-a
denocarcinoma sequence of Barrett's esophagus. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 
17, 1380-1385）、我々の自前の遺伝子発現アレイにおいて高度異形成を有するバレット
食道での遺伝子発現の増加を示すので、含めた。
【０２１３】
　オーロラキナーゼＡ（ＡＵＲＫＡ）は、ＡＵＲＫＡ過剰発現、中心体複製及び異数性に
関連することが示されているので、異数性の代用マーカーとして選択した。ＡＵＲＫＡは
、有糸分裂開始、中心体成熟及び紡錘体形成の重要な調節因子であり、ＡＵＲＫＡの過剰
発現は、中心体複製及び染色体不安定性を引き起こすことが示されている（Zhou, H., Ku
ang, J., Zhong, L., Kuo, W.L., Gray, J.W., Sahin, A., Brinkley, B.R., and Sen, S
. (1998). Tumour amplified kinase STK15/BTAK induces centrosome amplification, a
neuploidy and transformation. Nat Genet 20, 189-193）。ＡＵＲＫＡタンパク質発現
は、高度異形成を有するバレット食道及びＯＡＣにおいて、異形成を有さないバレット食
道と比較して、著しく上方制御されることも示されている（Rugge, M., Fassan, M., Zan
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inotto, G., Pizzi, M., Giacomelli, L., Battaglia, G., Rizzetto, C., Parente, P.,
 and Ancona, E. (2010). Aurora kinase A in Barrett's carcinogenesis. Hum Pathol 
41, 1380-1386）。
【０２１４】
　メチル化バイオマーカーについて、異形成の度合の増加とともにメチル化されることが
以前に示された５つの遺伝子を試験した。これらの遺伝子は、ｐ１６、ＥＳＲ１、ＭＹＯ
Ｄ１、ＨＰＰ１及びＲＵＮＸ３であった（Eads, C.A., Lord, R.V., Wickramasinghe, K.
, Long, T.I., Kurumboor, S.K., Bernstein, L., Peters, J.H., DeMeester, S.R., DeM
eester, T.R., Skinner, K.A., et al. (2001). Epigenetic patterns in the progressi
on of esophageal adenocarcinoma. Cancer Res 61, 3410-3418；Schulmann, K., Steria
n, A., Berki, A., Yin, J., Sato, F., Xu, Y., Olaru, A., Wang, S., Mori, Y., Deac
u, E., et al. (2005). Inactivation of p16, RUNX3, and HPP1 occurs early in Barre
tt's-associated neoplastic progression and predicts progression risk. Oncogene 2
4, 4138-4148）。最もよい２つを選択した（ＭＹＯＤ１及びＲＵＮＸ３）。
【実施例２】
【０２１５】
マーカーの排除
　Cytosponge（商標）で用いるために他の可能性のあるバイオマーカーを排除することに
ついての堅固な理由がある。パネルの設計から排除したマーカーのいくつかの例について
、以下に論じる。
【０２１６】
　１１のその他の可能性のあるバイオマーカーを評価して、これらをCytosponge（商標）
とともに用いて、異形成を有するバレット食道を検出できるかを決定した。１１のバイオ
マーカーは、ＥＧＦＲ、ＣＤＮＫ２Ａ、ＦＧＦＲ２、ＣＣＮＡ１、ＤＤＸ２１、ＭＳＬＮ
、ＰＬＫ１、ＨＥＲ２、ＤＮＭＴ１、ＭＹＨＦＤ２及びＶＮＮ２であった。ＥＧＦＲ、Ｈ
ＥＲ２、ＣＤＮＫ２Ａ、ＣＣＮＡ１及びＦＧＦＲ２は、公開された文献から選択し、ＤＤ
Ｘ２１、ＭＳＬＮ、ＰＬＫ１、ＤＮＭＴ１、ＭＴＨＦＤ２及びＶＮＮ２は、自前の遺伝子
発現アレイデータから選択した。ＶＮＮ２は、このタンパク質についてホルマリン固定パ
ラフィン包埋（ＦＦＰＥ）スライドを染色するために入手可能な抗体がないので、除外し
た。ＦＧＦＲ２及びＣＤＫＮ２Ａは、これらのタンパク質の発現がともにこれもまたCyto
sponge（商標）によってサンプリングされる胃腺組織で検出されたので、除外した。ＭＴ
ＨＦＤ２は、染色が細胞質だけであり、全体的に弱かったので、除外した。
【０２１７】
　ＣＣＮＡ１は、サイクリンＡが発明者らの実験室においてバイオマーカーとしてうまく
用いられていたので（Lao-Sirieix, P., Brais, R., Lovat, L., Coleman, N., and Fitz
gerald, R.C. (2004). Cell cycle phase abnormalities do not account for disordere
d proliferation in Barrett's carcinogenesis. Neoplasia 6, 751-760；Lao-Sirieix, 
P., Lovat, L., and Fitzgerald, R.C. (2007). Cyclin A immunocytology as a risk st
ratification tool for Barrett's esophagus surveillance. Clin Cancer Res 13, 659-
665）、Cytosponge（商標）において直接、初期に試験した。残念なことに、ＣＣＮＡ１
は、予備的分析においてCytosponge（商標）でうまく働かず（ＴＦＦ３＋バレット食道の
ない陽性対照＝２６、ＮＤＢＥ＝４４、異形成について不確定＝１２、ＬＧＤ＝７、ＨＧ
Ｄ＝７）、よって、ＢＥＳＴ２研究を中止した。ＣＣＮＡ１がうまく働かなかったのは、
正常組織内での増殖とCytosponge（商標）で回収された細胞の構造から区画特異的増殖（
表面対より深い腺）を決定できないこととによる可能性が最も高い。
【０２１８】
　ＨＥＲ２染色をいくつかのCytosponge（商標）試料で試験したが、ＨＥＲ２は、高度異
形成を有するバレット食道の約１５％でのみ増幅又は過剰発現されることが知られている
ので、十分に感度が高いバイオマーカーになり得ないので、染色を中止した。
【０２１９】
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　残りの５つのバイオマーカーは、十分に感度が高くないか又は特異的でないので除外し
た。表を参照されたい。
【０２２０】
表：我々の自前のＴＭＡで染色されたが最終パネルまで残らなかった５つのバイオマーカ
ーの感度及び特異性。ＴＭＡは、５４の異形成を有さないバレット食道生検、３２の軽度
異形成を有するバレット食道生検及び１８の高度異形成を有するバレット食道生検で構成
された。
【０２２１】
【表２】

 
【０２２２】
　ＭＳＬＮは、異形成を有さないバレット食道で発現され、よって、異形成を有するバレ
ット食道を検出するために十分特異的でないので、除外した。ＤＮＭＴ１は、非常に特異
的（９８％）であったので可能性があるように見えたが、我々が異なるＤＮＭＴ１抗体を
用いてデータを確証しようとした場合に、データは一致しなかった。よって、我々は、こ
の抗体に対する信頼性を失ったので、バイオマーカーとしてのＤＮＭＴ１を中止した。
【０２２３】
　ＥＧＦＲは、全体的な感度（７２％）及び特異性（７７％）が低すぎたので、除外した
。ＤＤＸ２１は、感度及び特異性は許容できたが、低いＤＤＸ２１発現を有する異形成を
有さないバレット食道の症例が多く、我々は、染色に対して染色がないより明確なバイオ
マーカーを探していたので、除外した。ＰＬＫ１は、良好な感度（９１％）及び良好な特
異性（８８％）を有したが、このバイオマーカーは、ＡＵＲＫＡがより良好な感度（９３
％）及び特異性（９４％）データを示し、ＡＵＲＫＡ及びＰＬＫ１過剰発現が本質的に同
じ症例を検出したので、除外し、我々は、マーカーのうちの一方のみを選択し、ＡＵＲＫ
Ａがより良好なデータを示したので、これを選択した。
【実施例３】
【０２２４】
試料の処理及び調製
カプセルスポンジ検体の処理
　Cytosponge（商標）カプセルは、患者により嚥下され、次いで、さらなる処理まで４℃
にて保存剤溶液に直ちに入れた。試料を十分にボルテックスし、激しく振とうして、スポ
ンジ材料からいずれの細胞も取り除いた。細胞を含有する保存剤液を１０００ＲＰＭで５
分間遠心分離して、細胞をペレットにした。得られたペレットを５００μＬの血漿に再懸
濁し、トロンビン（Diagnostic reagents社、Oxford、UK）を次いで、１０μＬの増加量
で、血餅が形成されるまで加えた。血餅を、次いで、ホルマリンに２４時間入れた後に、
処理してパラフィンブロックにした。試料を３．５μｍの切片に切断して、スライド１及
び２に２つの切片を置いて、スライド１～１５と命名される１５枚のスライドを得た。
【実施例４】
【０２２５】
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任意選択のさらなるマーカー、非定型性のアッセイ
　Cytospongeに由来する試料での非定型性の評価を、顕微鏡検査及びスコア化により行う
。
【０２２６】
　２つの切片を含む最初のスライドをＨ＆Ｅで染色し、非定型性を専門の病理学者（Dr M
aria O'Donovan）が評価した。
【０２２７】
　スコア化は、ウィーンスケールに従って行う。
【実施例５】
【０２２８】
マーカーのアッセイ、タンパク質バイオマーカー
　Cytosponge（商標）を用いて得られた試料中の細胞上／中の３つのタンパク質バイオマ
ーカーのそれぞれを、免疫組織化学的染色によりアッセイした。
【０２２９】
　タンパク質バイオマーカーのそれぞれについて、１枚のスライドを免疫組織化学（ＩＨ
Ｃ，immunohistochemistry）を用いて染色して、試料のそれぞれにおけるタンパク質発現
を評価した。スライド４はｐ５３のために用い、スライド８はｃ－ＭＹＣのため、スライ
ド１０はＡＵＲＫＡのために用いた。
【０２３０】
　全てのスライドを、Leica Bondポリマー検出キットとともにBondMax自動染色機を用い
て染色した。条件及び用いた抗体は、以下の表で見出すことができる。
【０２３１】
【表３】
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【０２３２】
【表４】
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【０２３３】
　適切には、ｃＭＹＣは、ＭＲＣ＋Ｅプロトコールを用いて染色されるが、抗体は、６０
分間インキュベートし、適切には、ＡＵＲＫＡは、ＭＲＣ＋Ｅプロトコールを用いて染色
されるが、一次抗体は、１５分間だけインキュベートすることに注意すべきである。
【０２３４】
免疫組織化学的染色のスコア化
　ｐ５３は、０～３（染色の強度）としてスコア化し、３は、著しい染色、０、１又は２
は、著しくない染色と見なした。強い（強度＝３）ｐ５３染色だけを、著しいと見なした
。ｐ５３蓄積は、異形成を有するバレット食道と相関し、進行も予測することが示されて
いる（Kaye, P.V., Haider, S.A., Ilyas, M., James, P.D., Soomro, I., Faisal, W., 
Catton, J., Parsons, S.L., and Ragunath, K. (2009). Barrett's dysplasia and the 
Viennaclassification: reproducibility, prediction of progression and impact of c
onsensus reporting and p53 immunohistochemistry. Histopathology 54, 699-712；Ska
cel, M., Petras, R.E., Rybicki, L.A., Gramlich, T.L., Richter, J.E., Falk, G.W.,
 and Goldblum, J.R. (2002). p53 expression in low grade dysplasia in Barrett's e
sophagus: correlation with interobserver agreement and disease progression. Am J
 Gastroenterol 97, 2508-2513）。バレット食道中の上皮細胞はｐ５３について頻繁に染
色されないので、非存在パターン（Kaye, P.V., Haider, S.A., James, P.D., Soomro, I
., Catton, J., Parsons, S.L., Ragunath, K., and Ilyas, M. (2010). Novel staining
 pattern of p53 in Barrett's dysplasia--the absent pattern. Histopathology 57, 9
33-935）は、著しいと見なさなかった。
【０２３５】
　ｃ－ＭＹＣは、０～３（染色の強度）としてスコア化し、０及び１は、著しくない染色
、２及び３は、著しい染色と見なした。このカットオフは、異形成を有さないバレット食
道といずれかの異形成を有するバレット食道との間を最も有用に識別したので、このカッ
トオフを選択した。異なる強度でのｃ－ＭＹＣ染色の例は、図１で見出される。
【０２３６】
　ＡＵＲＫＡは、０又は１としてスコア化し、０は、染色がなく、１は、任意の陽性染色
であった。染色なし及び陽性染色の例を、図２に示す。
【０２３７】
　適切には、ＡＵＲＫＡ染色は、核である。適切には、核染色のみをＡＵＲＫＡのスコア
化において評価する。適切には、細胞質染色（もしあれば）は、無視する。適切には、本
発明によるＡＵＲＫＡ染色は、細胞質でない。
【０２３８】
３つのタンパク質バイオマーカーの初期試験
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　さらなるスクリーニングを行い、３つの可能性のあるタンパク質バイオマーカーが我々
の手においてうまく機能することを確実にするために、ｐ５３、ｃ－ＭＹＣ及びＡＵＲＫ
Ａ染色を、我々の自前のバレット食道組織マイクロアレイ（ＴＭＡ，tissue microarray
）で行った。これらのＴＭＡは、５４の異形成を有さないバレット食道生検、３２の軽度
異形成を有するバレット食道生検及び１８の高度異形成を有するバレット食道生検で構成
された。これらのＴＭＡは、バレット食道生検で構成されたので、Cytosponge（商標）が
サンプリングすると考えられる細胞である表面染色だけをスコア化した。このデータセッ
トでは、３つ全てのバイオマーカーは、以下の表から見ることができるように、良好に機
能した。
【０２３９】
我々の自前のバレット食道ＴＭＡでのｐ５３、ｃ－ＭＹＣ及びＡＵＲＫＡの感度及び特異
性の表。ＴＭＡは、５４の異形成を有さないバレット食道生検、３２の軽度異形成を有す
るバレット食道生検及び１８の高度異形成を有するバレット食道生検で構成された：
【０２４０】

【表５】

 
【０２４１】
　よって、これらの確認されたマーカーを先に進めて、Cytosponge（商標）を用いて回収
された細胞試料に対して評価した。
【実施例６】
【０２４２】
マーカーのアッセイ、メチル化マーカー
　Cytosponge（商標）を用いて回収された細胞に対するメチル化分析は、以下のようにし
て行う。ゲノムＤＮＡを、処理されたCytosponge（商標）ＦＦＰＥ血餅の８×１０μｍ切
片から、脱パラフィン緩衝液（Qiagen社製）及びQIAamp ＦＦＰＥ　ＤＮＡ組織キット（Q
iagen社製）を用いて抽出した。プロトコールは、試料を、記載される１時間の代わりに
５６℃にて２４時間インキュベートし、１０μｌの余剰のプロテイナーゼＫを２４時間の
インキュベーションのほぼ半分が過ぎたところで試料に加えた以外は、製造業者により記
載されるとおりに従った。抽出の後に、ＤＮＡを、Qubit（商標）ｄｓＤＮＡ　ＨＳアッ
セイキット（Invitrogen社製）を用いて定量し、７５ｎｇを、EZ ＤＮＡメチル化-Gold（
商標）キットを（製造業者に記載されるとおりに）用いてバイサルファイトに変換した。
試料を２５μｌの水に溶出し、Eads, C.A., Danenberg, K.D., Kawakami, K., Saltz, L.
B., Blake, C., Shibata, D., Danenberg, P.V., and Laird, P.W. (2000). MethyLight:
 a high-throughput assay to measure DNA methylation. Nucleic Acids Res 28, E32に
記載されるとおりにMethyLight反応あたり２μｌを用いた。βアクチンを内部対照として
用いて、入力ＤＮＡの量を標準化した。用いたプライマー及びプローブの配列は、ＭＹＯ
Ｄ１フォワードプライマー：5'-gagcgcgcgtagttagcg-3'、ＭＹＯＤ１リバースプライマー
：5'-tccgacacgccctttcc-3'、ＭＹＯＤ１プローブ：5'-6FAM-ctccaacacccgactactatatccg
cgaaa-TAMRA-3'、ＡＣＴＢフォワードプライマー：5'-tggtgatggaggaggtttagtaagt-3'、
ＡＣＴＢリバースプライマー：5'-aaccaataaaacctactcctcccttaa-3'、ＡＣＴＢプローブ
：5'-6FAM-accaccacccaacacacaataacaaacaca-TAMRA-3'（Eads, C.A., Lord, R.V., Wickr
amasinghe, K., Long, T.I., Kurumboor, S.K., Bernstein, L., Peters, J.H., DeMeest
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er, S.R., DeMeester, T.R., Skinner, K.A., et al. (2001). Epigenetic patterns in 
the progression of esophageal adenocarcinoma. Cancer Res 61, 3410-3418から）、Me
ltzer実験室からのＲＵＮＸ３フォワードプライマー：5'-ggcttttggcgagtagtggtc-3'、Ｒ
ＵＮＸ３リバースプライマー：5'-acgaccgacgcgaacg-3'、ＲＵＮＸ３タンパク質：5'-6FA
M-cgttttgaggttcgggtttcgtcgtt-TAMRA-3'であった。バイサルファイトに変換した普遍的
メチル化ＤＮＡ（Ｄ５０１０－１、Zymo Research社製）を用いて、プライマー及びプロ
ーブセットのそれぞれについて標準曲線を導き出し、校正物質を全ての実験で用いて、全
ての試料におけるメチル化レベルの絶対的定量を可能にした。全ての反応について用いた
増幅条件は、９５℃にて１０分、その後、９５℃にて１５秒及び６０℃にて１分を５０サ
イクルであった。
【０２４３】
　各遺伝子のメチル化の程度は、以下の式を用いて算出した：
％メチル化＝（Ａ／Ｂ）／（Ｃ／Ｄ）
Ａ＝対象となる遺伝子のメチル化の値
Ｂ＝完全メチル化対照における対象となる遺伝子のメチル化の値
Ｃ＝試料におけるβアクチンの増幅のレベル
Ｄ＝完全メチル化対照におけるβアクチンの増幅のレベル
【０２４４】
　２つの遺伝子の％メチル化を、次いで、一緒に加えて、メチル化の値を得た。
【０２４５】
メチル化領域の初期試験
　１１３のCytosponge（商標）試料（１５のＴＦＦ３＋バレット食道を有さない対照、５
４の異形成を有さないバレット食道、２０のＬＧＤを有するバレット食道及び２４のＨＧ
Ｄを有するバレット食道）からなる予備的実験では、５つ全てのメチル化領域（ｐ１６、
ＨＰＰ１、ＲＵＮＸ３、ＥＳＲ１及びＭＹＯＤ１）を評価して、メチル化領域のどの部分
集合が最も良好に機能し、Cytosponge（商標）で異形成を検出するための最良の感度及び
特異性を有したかを、以下の表に示すデータを用いて評価した。
【０２４６】
５つの異なるメチル化バイオマーカーについての曲線下面積（ＡＵＣ，area under the c
urve）を示す表。（１５のＴＦＦ３＋バレット食道を有さない対照、５４の異形成を有さ
ないバレット食道、２０のＬＧＤを有するバレット食道及び２４のＨＧＤを有するバレッ
ト食道）：
【０２４７】
【表６】
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【０２４８】
　ＲＵＮＸ３及びＭＹＯＤ１は一緒に、任意の異形成を異形成なしと比較した場合に最良
の曲線下面積を示し、よって、これらを先に進めて、Cytosponge（商標）試料においてさ
らに評価した。
【実施例７】
【０２４９】
表面異常の検出
　本実施例では、我々は、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法を実証する。
【０２５０】
　対象からの細胞の試料を提供する。試料は、対象の食道の表面から回収された細胞を含
む。本実施例では、研磨性細胞回収デバイスを嚥下及び取り戻すことにより細胞を回収し
た。本実施例では、デバイスは、Cytosponge（商標）である。よって、細胞は、対象の食
道の表面からサンプリングされた。
【０２５１】
　細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも２つのマーカーについてアッセイする。
【０２５２】
　ＢＥＳＴ２ Cytosponge（商標）試料に対するリスク階層化バイオマーカーの性能を実
証する。本実施例では、先の実施例でのように３つのタンパク質バイオマーカー及び２遺
伝子メチル化パネルを選択した後に、５番目の非定型性マーカーも含んでいてもよい４つ
全てのリスク階層化バイオマーカーを、ＢＥＳＴ２ Cytosponge（商標）試料に対して試
験した。
【０２５３】
　本実施例に示すデータは、１８名の対照患者、９５名の異形成を有さないバレット食道
患者、２５名のＬＧＤを有するバレット食道患者及び３０名のＨＧＤを有するバレット食
道患者からである。
【０２５４】
　異形成を有さないバレット食道におけるｐ５３、ｃ－ＭＹＣ及びＡＵＲＫＡ染色の欠如
と、異形成を有するバレット食道における著しく濃い染色とを図２に示す。図２は、Cyto
sponge（商標）を用いることによるような食道の表面から回収された試料にて異形成を検
出するためのマーカーのパネルを示す。マーカーのパネルは、３つのタンパク質バイオマ
ーカー（ｐ５３、ｃ－ＭＹＣ及びオーロラキナーゼＡ）と、ＲＵＮＸ３及びＭＹＯＤ１か
らなる２遺伝子メチル化パネルとを含む。
【０２５５】
　異形成を有さないバレット食道をＨＧＤを有するバレット食道と比較する場合、ｐ５３
、ｃ－ＭＹＣ及びＡＵＲＫＡは、それぞれ５７、６０及び７３％の感度と、それぞれ９７
、８９及び８５％の特異性とを示す。一緒に加えた場合のＲＵＮＸ３及びＭＹＯＤ１のメ
チル化のパーセンテージは、０．８１５の曲線下面積と、８３％及び８０％のそれぞれ感
度及び特異性を与えたが、これは、「MethyLight」の下で表に示す。
【０２５６】
高度異形成を有するバレット食道と異形成を有さないバレット食道とを比較した場合のリ
スク階層化マーカーのパネルについての感度及び特異性の値の表：
【０２５７】
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【表７】

 
【０２５８】
　リスク階層化マーカーのこのパネルがCytosponge（商標）試料において異形成を検出す
る能力を評価するために、少なくとも２つの陽性バイオマーカーのカットオフを用いた。
これらの基準を用いて、高度異形成を有する患者の２７／３０（９０％）を検出し、軽度
異形成を有する患者の１６／２５（６４％）を検出した（以下の表Ａを参照されたい）。
【０２５９】
　表Ａは、リスク階層化バイオマーカーがそれぞれ個別にどのように機能するか、及びパ
ネルを一緒に用いた場合に、Cytosponge（商標）において異形成を検出するかを示す：
【０２６０】
【表８】

 
【０２６１】
　これらのデータは、高度異形成を異形成なし（すなわち異形成を有さないバレット食道
及び対照）と比較した場合に、８７％の特異性を与えた。
【０２６２】
　よって、前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出は、対象の食道の表面異常
の可能性が増加していることを意味することが実証される。
【実施例８】
【０２６３】
代替アプローチ、Cytospongeと単独マーカー
　本実施例では、対象の食道の表面異常の検出を補助する方法であって、
ａ）前記対象からの細胞の試料を提供するステップであって、前記試料が、対象の食道の
表面から回収された細胞を含み、
細胞の前記試料が、対象の食道の表面をサンプリングするための嚥下可能な研磨性デバイ
ス（例えばCytosponge（商標））を用いて回収されるステップと、
ｂ）前記細胞を、
（ｉ）ｐ５３；
（ii）ｃ－Ｍｙｃ；
（iii）ＡＵＲＫＡ；並びに
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（iv）ＭｙｏＤ及びＲｕｎｘ３のメチル化
から選択される少なくとも１つのマーカーについてアッセイするステップと
を含み、
前記マーカーの少なくとも２つの異常レベルの検出が、対象の食道の表面異常の可能性が
増加していることを意味する方法。
【０２６４】
　本実施例では、方法ステップは、実施例７のようにして行われるが、パネル中の１つの
マーカーだけが異常であることが要求される。よって、このことは、研磨性デバイス／Cy
tospongeアプローチと開示しているマーカーのパネルとの組合せを代表する。
【０２６５】
　基準を緩和して、１つの陽性バイオマーカーのカットオフを用いる場合、高度患者の２
９／３０（９７％）が検出され、軽度患者の２３／３５（９２％）が検出された（上の表
Ａを参照されたい）。このカットオフでは、特異性は５９％である。浸潤癌のリスクがあ
る患者を見逃さないようにサーベイランスのために用いるバイオマーカーパネルには、高
い感度が必須である。著しい割合の患者が不必要な内視鏡検査を免れるので、特異性が低
くてもまだ有用である。
【実施例９】
【０２６６】
さらなる用途
　これらのデータは、研磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）と
バイオマーカーのパネルとが一緒に、ＢＥ患者をリスク階層化するために用いることがで
きることを示す。このことは、ＢＥ患者が必要とする内視鏡検査の数を減らすことができ
るという利点を有する。このことは、生検に伴うサンプリングの偏りを回避するという利
点も有する。我々は、研磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）試
験とリスクバイオマーカーのパネルとが一緒に、現在の臨床プラクティスを変える（そし
て現在の臨床プラクティスを超える技術的利益をもたらす）と提案する（図３－持続性デ
ィスペプシア又は逆流を有する患者についての現在の臨床的経路を示すフローチャート）
。現在のところ、症候性であり持続性ディスペプシア又は逆流を経験する患者は、内視鏡
検査を提案される。これらの患者がバレット食道を有すると同定された場合、複数の生検
を病理検査のために採取する。診断に応じて、患者は、サーベイランスプログラムに入り
、決定された時間間隔にて生検と一緒に内視鏡検査を提案される。高度異形成を有するバ
レット食道が検出された場合、患者は、処置を提案される。
【０２６７】
　バレット食道を有する患者の大部分が全く進行せず、異形成を有するバレット食道に全
く進展しないので、これらの患者は、進行のリスクがこれほど低いのに、２年ごとに内視
鏡検査に耐えなければならない。
【０２６８】
　我々は、本発明に従って、生検と結びついたこれらのサーベイランス内視鏡検査を、研
磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）試験と本明細書に記載する
リスクバイオマーカーのパネルとを一緒に用いるサーベイランス計画で有利に置き換える
ことができると提案する。例えば、このことは、図４を参照して説明する。
【０２６９】
　図４は、研磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）とバイオマー
カーのパネルとを一緒に含む、提案する臨床的／スクリーニング経路を示すフローチャー
トを示す。本発明に従ってスクリーニング及び／又はリスク階層化ツールとしてCytospon
ge（商標）を用いることにより回避される内視鏡検査の数を示す模範的な数を含める。こ
れらの数は、１０，０００名のスクリーニング集団に基づき、リスク集団にてこの６．５
％がバレット食道を有すると仮定する。この数は、バレット食道を有する患者の１０％が
異形成を有するとも仮定する。各段階での患者の数は、マーカーの正確さ（感度及び特異
性）に依存する。
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【０２７０】
　図５は、研磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）とバイオマー
カーのパネルとを一緒に含む、提案するバレット食道サーベイランス経路を示すフローチ
ャートを示す。Cytosponge（商標）をリスク階層化ツールとして用いることにより回避さ
れる内視鏡検査の数を示す模範的な数を含める。この数は、バレット食道を有する患者の
１０％が異形成を有するとも仮定する。各段階での患者の数は、マーカーの正確さ（感度
及び特異性）に依存する。
【０２７１】
　図６は、ｐ５３染色強度の例を示す。
【０２７２】
　バレット食道を有するリスクが高い患者（すなわち、持続性逆流又はディスペプシアの
患者）は、スクリーニングプログラムの一部として、本明細書に記載する試験（例えば、
Cytosponge（商標）を嚥下することによるような表面サンプリングによる）を受けること
を提案される。
【０２７３】
　一態様では、試料をマーカーＴＦＦ３について予め試験してよい。試験がＴＦＦ３（バ
レット食道バイオマーカー）について陰性である場合、患者は、規定された間隔にて予備
試験を再び受けることを提案される。２回の陰性Cytosponges（商標）は、対象がバレッ
ト食道を有するリスクが極めて低く（およそ０．２％）、よって、患者が内視鏡検査を受
ける臨床的な理由がないことを意味する。よって、この場合は、患者のCytosponge（商標
）試料についてリスクバイオマーカー（すなわち本発明の試験／パネル）をアッセイしな
くてもよい。患者は、将来、再試験を受けてよい。
【０２７４】
　しかし、別の態様では、予備試験のいずれかがＴＦＦ３について陽性である場合、リス
クバイオマーカーのパネルを、本発明に従って研磨性表面試料（例えばCytosponge（商標
）を用いて得られた）を用いて行う（アッセイする）。記載するパネル中のリスクバイオ
マーカーのいずれも陽性でない場合、患者がいずれかの異形成を有する可能性は非常に低
い（０．６％）ので、患者に、サーベイランスプログラムの一部として、２～５年の時間
の間の再試験を提案してよい。バイオマーカーの１又は２以上が陽性である場合、患者が
異形成を有する可能性はかなりより高く（１１．３％、陽性バイオマーカーがない場合よ
りも１９倍高い相対的リスク）、患者に、生検と結びついた内視鏡検査を提案してよい。
これらの数は、研磨性表面サンプリング（例えばCytosponge（商標）を用いる）とリスク
バイオマーカーのパネルとが一緒になると、５６％（６６５／１１８４）の不必要な内視
鏡検査を免れることを示す。
【０２７５】
　よって、本発明は、本明細書に記載するように、多大な技術的及び経済的利益をもたら
す。
【実施例１０】
【０２７６】
食道癌発生の前浸潤性疾患段階における変異の順序付け
　本実施例では、核酸レベルでのｐ５３変異分析の使用を実証する。さらに、ＥＡＣのマ
ーカーとしてのＳＭＡＤ４の使用を実証する。
【０２７７】
まとめ
　癌ゲノム配列決定研究は、多数の推定駆動遺伝子を同定したが、癌発生における変異の
相対的タイミングは、不明のままである。前癌性バレット食道（ＢＥ）から食道腺癌（Ｅ
ＡＣ）までの緩やかな進行は、体細胞突然変異の順序付けを研究するための理想的なモデ
ルを提供する。我々は、反復的に変異する遺伝子を同定し、１１２のＥＡＣの全ゲノム配
列決定及びアンプリコン再配列決定を用いてクローン構造を評価した。我々は、次に、悪
性病変の進展における２つの重要な移行点、すなわち良性化生未異形成バレット食道（Ｎ
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ＤＢＥ、ｎ＝６６）及び高度異形成（ＨＧＤ、ｎ＝４３）からの１０９の生検のコホート
をスクリーニングした。予期せぬことに、ＥＡＣにおいて反復的に変異する遺伝子の大多
数は、ＮＤＢＥにおいても変異された。ＴＰ５３及びＳＭＡＤ４だけが段階特異的であり
、それぞれＨＧＤ及びＥＡＣに制限された。最後に、我々は、この知見を用いて、新規な
非内視鏡試験において高リスクＢＥを同定した。結論として、ＥＡＣ駆動遺伝子における
変異は、全般的に、疾患進展において例外的に早期に出現し、診断及び治療戦略と深いつ
ながりを有する。
【０２７８】
導入
　ほとんどの上皮癌は、前浸潤性病変から徐々に進展し、いくつかの場合では初期の化生
転換後に進展する。癌のゲノム的眺望を特徴決定するための研究は、個別化された治療の
ためのバイオマーカーの開発を目的として、確立された浸潤性疾患に焦点を当てている（
Chin, L., Andersen, J.N. & Futreal, P.A. Cancer genomics: from discovery science
 to personalized medicine. Nat Med 17, 297-303 (2011)）。しかし、広範なゲノム不
均質性が、進行癌の大多数に存在することが明らかになってきている（Gerlinger, M. et
 al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed by multiregion seq
uencing. N Engl J Med 366, 883-92 (2012)）。よって、最も適切な治療標的は疾患の進
展の早期に生じ、結果としての悪性病変においてクローン性であるこれらの変異である。
病変形成の早期に生じる原因変異の同定も、臨床的に有用なバイオマーカーを開発するた
めに重要である。この関係では、疾患段階境界、例えば非異形成上皮から異形成、次いで
癌への移行にて生じる変異が、最も情報を与えると考えられる。前癌性病変から癌への遺
伝子的進化についての現在までの証拠は、変異の蓄積が段階的であることを示唆する（Jo
nes, S. et al. Comparative lesion sequencing provides insights into tumor evolut
ion. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 4283-8 (2008)、Nik-Zainal, S. et al. The life
 history of 21 breast cancers. Cell 149, 994-1007 (2012)、Vogelstein, B. et al. 
Genetic alterations during colorectal-tumor development. N Engl J Med 319, 525-3
2 (1988)）。腺腫－異形成－結腸直腸腺癌進行の順序の最もよく研究された例では、比較
病変配列決定により限定された数の候補遺伝子についてタイミングを割り当てることが可
能であった（Jones, S. et al. Comparative lesion sequencing provides insights int
o tumor evolution. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 4283-8 (2008)）。より最近の研究
では、統計的アルゴリズムを用いて、単一試料から腫瘍の生命史（Nik-Zainal, S. et al
. The life history of 21 breast cancers. Cell 149, 994-1007 (2012)、Vogelstein, 
B. et al. Genetic alterations during colorectal-tumor development. N Engl J Med 
319, 525-32 (1988)）を推論しようとしている。
【０２７９】
　食道腺癌（ＥＡＣ）は、酸及び胆汁への曝露に次いで起こる慢性炎症の関係での化生バ
レット食道（ＢＥ）から生じる（Goh, X.Y. et al. Integrative analysis of array-com
parative genomic hybridisation and matched gene expression profiling data reveal
s novel genes with prognostic significance in oesophageal adenocarcinoma. Gut 60
, 1317-26 (2011)、Quante, M. et al. Bile acid and inflammation activate gastric 
cardia stem cells in a mouse model of Barrett-like metaplasia. Cancer Cell 21, 3
6-51 (2012)）。ＢＥは、治療的介入前の臨床的サーベイランス中の粘膜の反復サンプリ
ングにより、遺伝子進化の研究に非常に向いている（Greaves, M. & Maley, C.C. Clonal
 evolution in cancer. Nature 481, 306-13 (2012)）。ＥＡＣ及びＢＥの以前の研究は
、困難を伴うアプローチである組織診検査を補完するための臨床的バイオマーカーを同定
することを目的として、候補遺伝子アプローチを全般的に用いている（Greaves, M. & Ma
ley, C.C. Clonal evolution in cancer. Nature 481, 306-13 (2012)、Varghese, S., L
ao-Sirieix, P. & Fitzgerald, R.C. Identification and clinical implementation of 
biomarkers for Barrett's esophagus. Gastroenterology 142, 435-441 e2 (2012)）。
高密度一塩基多型（ＳＮＰ，single nucleotide polymorphism）アレイ及びエキソーム配
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、蓄積されている（Dulak, A.M. et al. Gastrointestinal Adenocarcinomas of the Eso
phagus, Stomach, and ColonExhibit Distinct Patterns of Genome Instability and On
cogenesis. Cancer Res (2012)、Dulak, A.M. et al. Exome and whole-genome sequenci
ng of esophageal adenocarcinoma identifies recurrent driver events and mutationa
l complexity. Nat Genet 45, 478-86 (2013)）。しかし、前癌性疾患の患者の大きいコ
ホートでのこれらの変化の精密な順序付け及び関連する臨床的フォローアップデータに焦
点を当てた研究は、まだほとんどない。
【０２８０】
　最近、Agrawal et al.は、１１のＥＡＣ試料及び癌に隣接するＢＥの２つの試料に対し
てエキソーム配列決定を行った。興味深いことに、変異の大多数は、結腸直腸腺癌での観
察と同様に、明らかに正常なＢＥにさえ存在することが見出された（Agrawal, N. et al.
 Comparative genomic analysis of esophageal adenocarcinoma and squamous cell car
cinoma. Cancer Discov (2012)）。このことにより、悪性病変への進行の前に、進行のリ
スクを予測する変異が、細胞診により良性の組織内で検出可能であり得る可能性が生じる
。しかし、癌に進行していない患者からのＢＥ組織においてどの程度同じ変異が存在し得
るのかが不明である。この質問は、重要である。なぜなら、ＢＥの患者の大多数は癌に進
行せず、異形成の前に早期に生じる体細胞変化は、臨床的に識別性のバイオマーカーを与
える可能性がないからである。この分野でのバイオマーカー研究は、重要である。なぜな
ら、現在の内視鏡サーベイランス戦略は、効果がないことがますます認識されるようにな
っており（Corley, D.A. et al. Impact of Endoscopic Surveillance on Mortality Fro
m Barrett's Esophagus-Associated Esophageal Adenocarcinomas. Gastroenterology 14
5, 312-319 e1 (2013)）、よって、新規なアプローチが必要であるからである（Shaheen,
 N.J. & Hur, C. Garlic, Silver Bullets, and Surveillance Upper Endoscopy for Bar
rett's Esophagus. Gastroenterology 145, 273-6 (2013)、Hayes, D.F. et al. Breakin
g a vicious cycle. Sci Transl Med 5, 196cm6 (2013)）。
【０２８１】
　本研究の目的は、１）ＥＡＣにおける候補の新規で反復的に変異する遺伝子のリストを
同定し、２）変異が生じる疾患の段階を正確に解明し、よって癌進行におけるこれらの反
復変異の役割についての洞察を提供し、３）すなわち非浸潤性で内視鏡によらない細胞サ
ンプリングデバイス、Cytosponge（商標）を用いる臨床用途でのそれらの有用性を試験す
ることであった。
【０２８２】
結果
ＥＡＣにおける高変異負荷及び通常でない変異サイン
　発見コホート（ＷＧＳに供した２２のＥＡＣ）は、雄性優勢（Ｍ：Ｆ、４．５：１）、
６８歳の平均年齢（５３～８２の範囲）、及び大多数が進行疾患（８１．８％（１８／２
２）＞ステージＩ）という疾患の既知の臨床人口統計学的特徴を反映した。２２のうち１
７（７７．３％）の症例が、切除検体においてＢＥの証拠を有した（表１）。
【０２８３】
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【表９】

 
【０２８４】
　試料を、腫瘍及び正常試料においてそれぞれ６３及び６７倍の平均カバー率まで配列決
定した。
【０２８５】
　我々は、試料あたり１６，９９４の体細胞ＳＮＶ（範囲：４，５１８～５６，５２８）
及び９９４の小ｉｎｄｅｌ（範囲２６２～３，５７３）の中央値を同定した。この最終デ
ータセットから、合計で１，０８６のコード領域変異を、より大きいパイプラインベンチ
マーク評価研究の一部としての確証に供した。我々は、超深遠標的化再配列決定を用い、
＞１３，０００倍の中央値カバー率を達成し、体細胞として１，０８１（９９．５％）を
確認した。サンガー配列決定を用いて、２３／２５（９２％）のｉｎｄｅｌが実際に体細
胞として確証された。我々の研究を開始して以来の介在時間中にDulak et alにより観察
されたように（Dulak, A.M. et al. Exome and whole-genome sequencing of esophageal
 adenocarcinoma identifies recurrent driver events and mutational complexity. Na
t Genet 45, 478-86 (2013)）、発見コホートにわたる最も頻繁な変異タイプは、Ｔ：Ａ
＞Ｇ：Ｃ塩基転換であり、ＣＴＴトリヌクレオチドにて著しい濃縮があった。Ｔ：Ａ＞Ｇ
：Ｃ塩基転換についてのこの濃縮は、乳癌、結腸直腸癌及び肝細胞癌（Nik-Zainal, S. e
t al. Mutational processes molding the genomes of 21 breast cancers. Cell 149, 9
79-93 (2012)、Fujimoto, A. et al. Whole-genome sequencing of liver cancers ident
ifies etiological influences on mutation patterns and recurrent mutations in chr
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omatin regulators. Nat Genet 44, 760-4 (2012)、Bass, A.J. et al. Genomic sequenc
ing of colorectal adenocarcinomas identifies a recurrent VTI1A-TCF7L2 fusion. Na
t Genet 43, 964-8 (2011)）を含むＷＧＳにより研究された他の癌からＥＡＣを区別する
。
【０２８６】
ＥＡＣの検証コホートにおける標的化アンプリコン再配列決定
　ＢＥにおけるＥＡＣの進展に関与する新規遺伝子を同定するために、我々は、我々の発
見コホート（ｎ＝２２症例）において反復的に変異する標的を同定することを試みた。バ
ックグラウンド率を超えて又は対象とする経路において著しく変異している２６遺伝子の
最終リストを選択し、より大きいコホート（９０のさらなるＥＡＣ、表１）において、標
的化アンプリコン再配列決定を用いて試験した。成果は、ＡＲＩＤ１ＡのようなＳＷＩ／
ＳＮＦ複合体における反復変異の同定を含む、我々の発見コホート及び他者からの以前の
研究（Dulak, A.M. et al. Exome and whole-genome sequencing of esophageal adenoca
rcinoma identifies recurrent driver events and mutational complexity. Nat Genet 
45, 478-86 (2013)、Agrawal, N. et al. Comparative genomic analysis of esophageal
 adenocarcinoma and squamous cell carcinoma. Cancer Discov (2012)、Streppel, M.M
. et al. Next-generation sequencing of endoscopic biopsies identifies ARID1A as 
a tumor-suppressor gene in Barrett's esophagus. Oncogene (2013)）のものを確認し
て拡張した。２９８のさらなるＥＡＣのコホートにおける免疫組織化学によるＡＲＩＤ１
Ａタンパク質発現の喪失の分析は、４１％（１２２／２９８）での発現の非存在又は減少
を同定した。このことは、下方制御の代替の機構が存在し得ることを示唆するが、我々は
、我々の発見コホートからのＷＧＳデータ内でいずれの大規模構造バリアントも同定しな
かった（データは示さず）。
【０２８７】
　我々は、次に、発見及び検証コホートの両方からのデータを組み合わせ、４又は５以上
の試料で変異している１５の遺伝子を同定した（図８）。これらは、ＥＡＣ候補遺伝子と
して以前に同定されたものと、いくつかの新規な候補ＭＹＯ１８Ｂ、ＳＥＭＡ５Ａ及びＡ
ＢＣＢ１を含んだ。ＴＰ５３は、大多数の症例において変異されていた。しかし、症例の
３１％は、ＴＰ５３について野生型である。我々は、我々のコホートにおいて互いに排他
的な変異を検出するのに十分な能力を有さないが、我々は、著しく同時出現する変異を検
出できる。ＳＥＭＡ５Ａ及びＡＢＣＢ１変異は、偶然により予期されるよりも一般的に同
じ腫瘍において出現した（ベンジャミーニ－ホッホバーグ調整ｐ値＝０．００２１）が、
この関連性の理由は不明のままである。
【０２８８】
バレット食道疾患段階にわたる同様の変異頻度
　変異の段階特異性は、ＢＥ癌発生の別々の段階にある患者から導き出すことができる。
疾患段階境界で出現する変異は、悪性進行の候補バイオマーカーであり得る。さらに、疾
患の進展の早期に出現する変異は、自然史の早期のクローン性増大によるより進行した病
変の細胞の大多数にそれらが存在するので、新規な治療介入についての理想的な標的であ
るはずである。よって、我々は、我々のパネルにおいて２６遺伝子の変異状態を、内視鏡
サーベイランスを受ける患者の前向きコホートから得られたＢＥ試料において同定するこ
とを試みた。これは、７９名の患者からの１０９のＢＥ生検を含んだ（図７）。我々は、
異形成又は悪性病変への進行の証拠がない（中央値フォローアップ時間５８ヶ月、範囲４
～１３２）４０名のＢＥ患者からの６６の未異形成ＢＥ試料と、浸潤性ＥＡＣの進展の直
前の段階である病理組織学的に確認された高度異形成（ＨＧＤ）の４３のＢＥ生検試料（
３９名の患者から）とを選択した（表１）。我々は、軽度異形成を含めなかったが、これ
は、この病変の病理組織学的等級づけとの一致が乏しいからである（Wang, K. et al. Ex
ome sequencing identifies frequent mutation of ARID1A in molecular subtypes of g
astric cancer. Nat Genet 43, 1219-23 (2011)）。
【０２８９】
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　成果は、著しく、予期せぬものであった。未異形成ＢＥコホートについて、２１／４０
（５３％）の患者がそれらのＢＥセグメント内で変異を有することが見出され（図９ａ）
、いくつかの生検は、複数の変異を含んでいた。合計で、我々は、このコホート内で２９
のＳＮＶ及び７のｉｎｄｅｌを同定した。重要なことには、未異形成ＢＥで同定された変
異は、ＳＭＡＲＣＡ４、ＡＲＩＤ１Ａ及びＣＮＴＮＡＰ５（図９ｂ）を含む、ＥＡＣ（Du
lak, A.M. et al. Exome and whole-genome sequencing of esophageal adenocarcinoma 
identifies recurrent driver events and mutational complexity. Nat Genet 45, 478-
86 (2013)、Curvers, W.L. et al. Low-grade dysplasia in Barrett's esophagus: over
diagnosed and underestimated. Am J Gastroenterol 105, 1523-30 (2010)）及びその他
の癌（Wang, K. et al. Exome sequencing identifies frequent mutation of ARID1A in
 molecular subtypes of gastric cancer. Nat Genet 43, 1219-23 (2011)、Jones, S. e
t al. Frequent mutations of chromatin remodeling gene ARID1A in ovarian clear ce
ll carcinoma. Science 330, 228-31 (2010)）において駆動因子であると以前に同定され
たいくつかの遺伝子において生じた。興味深いことに、これらの２９のＳＮＶのうちの７
つは、Ｔ：Ａ塩基対での変異であった。これらのうち、５／７（７１％）は、ＴＴジヌク
レオチド配列にて生じ、変異の関係は、ＥＡＣ　ＷＧＳデータにおいて高く濃縮されるこ
とが同定された。よって、この変異プロセスは、疾患の最も早い段階にても活性であり得
る。４３のＨＧＤ生検試料のうち、３９（９１％）は、合計で６７のＳＮＶ及び７のｉｎ
ｄｅｌを有する我々のパネルにおいて遺伝子の少なくとも１つの変異を有することが見出
された。よって、所定の遺伝子中の変異の頻度が疾患段階にわたって増加するよりもむし
ろ、我々は、遺伝子の大多数について、変異頻度が未異形成ＢＥ、ＨＧＤ及びＥＡＣの間
で優位に異ならなかったことを観察した（複数の試験についてベンジャミーニ－ホッホバ
ーグ補正を行うフィッシャーの正確検定、図９ｂ）。ＴＰ５３（ｐ＜０．０００１）及び
ＳＭＡＤ４（ｐ＝０．００６１）（図９ｂ及びｃ）だけが、疾患段階の間を区別する変異
頻度を示し、よって、悪性病変に向かう進行を同定する。ＴＰ５３は、ＨＧＤ（７２％）
及びＥＡＣ（６９％）試料の両方で反復的に変異することが見出されたが、未異形成ＢＥ
では単一の症例だけ（２．５％）であった。ＳＭＡＤ４は、より低い頻度（１３％）で変
異され、興味深いことに、疾患の浸潤性の段階であるＥＡＣにおいてのみ見出された。
【０２９０】
反復的変異のクローン分析
　疾患進展の最も早期の段階での変異の出現を同定して、我々は、次に、これらの変異が
、２２のＥＡＣの我々の元の発見コホートにおいて完全にクローン性又はサブクローン性
であるかを同定することを試みた。我々の拡張コホートからの≧４の試料で変異する１５
の遺伝子のそれぞれについて、我々は、ＳＮＶの高深遠再配列決定とコピー数バリアント
データとＬＯＨ分析とを組み合わせて、変異を含有する腫瘍細胞の分率を決定した。変異
が疾患進展の最も早期段階、悪性病変のクローン性増大の前に生じる場合、我々は、変異
が腫瘍の全ての細胞に存在すると期待する。７／１５の遺伝子、ＳＭＡＤ４、ＴＰ５３、
ＡＲＩＤ１Ａ、ＳＭＡＲＣＡ４、ＴＬＲ４、ＣＤＫＮ２Ａ及びＰＮＬＩＰＲＰ３について
、そうであった。その他の８つの遺伝子（ＭＹＯ１８Ｂ、ＴＲＩＭ５８、ＣＮＴＮＡＰ５
、ＡＢＣＢ１、ＰＣＤＨ９、ＵＮＣ１３Ｃ及びＣＣＤＣ１０２Ｂ）での変異は、主要なク
ローンに常に存在したわけではなく、これらの遺伝子の変異が、腫瘍形成の複数の段階に
て選択され得ることを示唆した（図９ｄ）。
【０２９１】
診断試験への変異の順序付けについての知見の適用
　ＢＥの患者についての現在の臨床的戦略は、腺癌への進行のリスクが高い異形成を有す
る患者を同定しようとするための定期的な内視鏡検査を含む。このアプローチは、異形成
病変の正確な同定が本来的に困難であるので非常に物議を醸すものであり、最近のデータ
は、ＢＥの内視鏡サーベイランスは有効でないことを示唆する（Corley, D.A. et al. Im
pact of Endoscopic Surveillance on Mortality From Barrett's Esophagus-Associated
 Esophageal Adenocarcinomas. Gastroenterology 145, 312-319 e1 (2013)、Reid, B.J.
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, Li, X., Galipeau, P.C. & Vaughan, T.L. Barrett's oesophagus and oesophageal ad
enocarcinoma: time for a new synthesis. Nat Rev Cancer 10, 87-101 (2010)）。ＢＥ
についての内視鏡サーベイランスに関わる困難は、無作為生検プロトコールに固有である
サンプリングの偏りと、異形成の主観的で時間がかかる病理組織学的診断とを含む。よっ
て、我々は、ＢＥサーベイランスのこれらの制限を克服する可能性を有する新規なアプロ
ーチを開発した。戦略は、Cytosponge（商標）と呼ばれる内視鏡検査によらないデバイス
を含み、これは、プライマリケアの環境で患者に提供できる。このデバイスは、食道粘膜
全体から細胞を回収し、よって、サンプリングの偏りを回避し、診断のための客観的バイ
オマーカーと組み合わせることができる（Kadri, S.R. et al. Acceptability and accur
acy of a non-endoscopic screening test for Barrett's oesophagus in primary care:
 cohort study. BMJ 341, c4372 (2010)、Lao-Sirieix, P. et al. Non-endoscopic scre
ening biomarkers for Barrett's oesophagus: from microarray analysis to the clini
c. Gut 58, 1451-9 (2009)）。現在までに、我々は、ＢＥを診断するためのバイオマーカ
ーに焦点を当ててきたが、ほとんどのＢＥ患者はＥＡＣに進行しないので、このＢＥバイ
オマーカーを、高リスク異形成患者を同定するためのバイオマーカー（又はバイオマーカ
ーのパネル）と組み合わせる必要がある。上記の配列決定データから、ＴＰ５３変異が、
良好なリスク階層化候補マーカーの基準に適合する。なぜなら、ＴＰ５３変異は、治療介
入の重要な点である高度異形成を有する患者と有さない患者との間を識別するからである
。デバイスは異常組織をサンプリングするが、回収される細胞の大多数は、胃の頂部から
の正常胃腺組織及び食道の正常扁平上皮領域からであるので、いずれの変異ＤＮＡも理論
的には少数派であり、非常に感度が高いアッセイを必要とする（図１０ａ）。この状況は
、進行悪性疾患におけるバイオマーカーとしての血液中の腫瘍細胞フリーＤＮＡの検出と
類似する。感度が高いアッセイが、正常バックグラウンドに対して非常に低レベルの変異
ＤＮＡを検出するために開発されている（Forshew, T. et al. Noninvasive identificat
ion and monitoring of cancer mutations by targeted deep sequencing of plasma DNA
. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)、Dawson, S.J. et al. Analysis of circulating 
tumor DNA to monitor metastatic breast cancer. N Engl J Med 368, 1199-209 (2013)
）。よって、我々は、Cytosponge（商標）物質における変異を検出するために類似のアプ
ローチをとった。
【０２９２】
　ＢＥ病変内の変異を、Cytosponge（商標）から回収した物質において検出できるかを決
定するために、我々は、まず、内視鏡によるＢＥ生検において以前に同定された変異を試
験した。ＨＧＤ異形成の４名の患者は、ＴＰ５３変異を有し、Cytosponge（商標）も嚥下
した（患者４は２回）。４名全ての患者について、特定のＴＰ５３変異が、０．０４から
０．２４の間の対立遺伝子分率（バリアントの読み取りの割合）で検出された（図１０ｂ
）。
【０２９３】
　次いで、我々は、臨床試験で要求されるので、Cytosponge（商標）を用いて回収された
物質内で我々が未知のＴＰ５３変異を検出できるかを試験した。我々は、ＴＰ５３のコー
ド領域の大部分（１０１９／１１８２ｂｐ（８６％））を多重化ＰＣＲにより増幅し、増
幅ＤＮＡを、大規模並行配列決定により配列決定した。ＴＰ５３変異は、対照患者（ＢＥ
なし）、異形成を有さないＢＥ患者及び高度異形成を有するＢＥ患者からの試料に対する
TAm-Seq（Forshew, T. et al. Noninvasive identification and monitoring of cancer 
mutations by targeted deep sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (
2012)）を用いてｄｅ　ｎｏｖｏと呼ばれた。我々が期待したように、ＴＰ５３変異は、
対照患者又は異形成を有さないＢＥ患者からの試料において同定されず（図１０ｃ）、Ｈ
ＧＤを有する患者と異形成を有さない患者との区別において１００％の特異性を実証した
。対照的に、ＴＰ５３変異は、１９／２２（８６％）のＨＧＤ患者で同定された。ＴＰ５
３変異の対立遺伝子分率は広く変動したが（０．００６～０．３５７の間）、この範囲内
のいずれもうまくコールでき、変異は、期待されたように、ＤＮＡ結合ドメイン内にほと
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んどクラスタリングされた（図１０ｄ）。
【０２９４】
考察
　ＢＥは、唯一の既知のＥＡＣの前駆病変であり、ｄｅ　ｎｏｖｏを示す症例の＞８０％
で同時出現する（Theisen, J. et al. Preoperative chemotherapy unmasks underlying 
Barrett's mucosa in patients with adenocarcinoma of the distal esophagus. Surg E
ndosc 16, 671-3 (2002)）が、ＢＥ患者の大多数は、浸潤性疾患に決して進行しない（Bh
at, S. et al. Risk of malignant progression in Barrett's esophagus patients: res
ults from a large population-based study. J Natl Cancer Inst 103, 1049-57 (2011)
）。よって、進行のリスクがある患者を同定できる、感度が高く特異的なバイオマーカー
に対する必要性が存在する。ノウェル仮説ほど昔に、ゲノム変異の段階的選択が、癌の進
展のために必要であると仮定された（Nowell, P.C. The clonal evolution of tumor cel
l populations. Science 194, 23-8 (1976)）。体細胞ゲノムバリアントは、よって、疾
患段階の感度が高く、高度に特異的なマーカーであるはずである。反復的に変異する遺伝
子の我々のパネルについて、異形成に進展したことがないＢＥの患者のコホートと、ＨＧ
Ｄを有する患者のコホートとにおいてスクリーニングすることにより、我々は、これらの
疾患段階にわたる変異の段階的な蓄積を同定することを望んだ。驚くべきことに、我々は
、未異形成ＢＥにおいて検出可能な対立遺伝子分率（＞１０％）にて生じる多数の変異を
同定した。興味深いことに、ＥＡＣにおける最も一般的な遺伝子変異も、癌関連遺伝子、
例えばＳＷＩ／ＳＮＦ複合体のメンバーであるＡＲＩＤ１Ａ及びＳＭＡＲＣＡ４内での変
異を含んで、ＢＥ及びＨＧＤ試料において同様の頻度で存在した。これらのデータは、完
全に良性の病理組織学的外観を有する、悪性進行のリスクが非常に低い組織内にさえ存在
し得る複雑な変異の眺望を証明する。疾患進展のこのような早期段階でのこれらの変異の
厳密な役割は、不明のままである。しかし、クローン性増大がＢＥで頻繁に生じることが
知られており、これらの変異が、上皮構造の破壊を導くことなく、又は浸潤のために必要
な細胞特徴を提供することなく、クローンの適応度の増加をもたらすことが可能である。
同様の観察結果が、子宮内膜癌で報告されている。正常集団では、およそ３５％の女性が
子宮内膜組織内にＰＴＥＮ変異腺を有するが、子宮内膜癌の生涯リスクは、およそ２．５
％である（Mutter, G.L. et al. Molecular identification of latent precancers in h
istologically normal endometrium. Cancer Res 61, 4311-4 (2001)）。
【０２９５】
　我々の結果は、悪性病変の早期の診断のために変異の感度が高い検出を用いることを目
的とする試験の特異性について実質的な意味を有する（Maley, C.C. et al. Genetic clo
nal diversity predicts progression to esophageal adenocarcinoma. Nat Genet 38, 4
68-73 (2006)）。癌のリスクにある個体を予測するバイオマーカーは、癌に進展する者と
癌に進展しない者とを区別する実質的な予測力を有する必要がある。我々の研究では、な
かでもＡＢＣＢ１、ＣＮＴＮＡＰ５、ＭＹＯ１８Ｂを含むＥＡＣにおいて反復的に変異す
る遺伝子のほとんど全てが、進行リスクについてのサーベイランスツールとして用いるこ
とから除外される。ＴＰ５３及びＳＭＡＤ４における変異だけが、疾患状態の境界を正確
に規定した。ＳＭＡＤ４の変異がＥＡＣでのみ見出されたという事実は、ＥＡＣとＨＧＤ
との間の明確な遺伝子的違いを示す。しかし、ＳＭＡＤ４変異の頻度の低さ（１３％）に
より、これは、バイオマーカー開発のための候補として最適以下である。さらに、ＥＡＣ
ではなくむしろＨＧＤは、現在、内視鏡治療の到来により、理想的な臨床的介入点である
。よって、我々は、原理の証明のCytosponge（商標）研究のためにＴＰ５３に焦点を当て
た。配列決定技術は、現在、日常的な臨床使用のために導入されており、対象となる遺伝
子は、迅速に、優れた感度で配列決定でき、定量的読み出しを与える（Forshew, T. et a
l. Noninvasive identification and monitoring of cancer mutations by targeted dee
p sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)）。我々は、単純で臨
床的に用いることができる試験を用いて、８６％のＨＧＤCytosponge（商標）試料におい
て変異を検出した。いずれの早期検出プログラムの感度も改善するために、検出可能なＴ
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Ｐ５３変異を有さない少数派の患者においてＨＧＤ及びＥＡＣを駆動する遺伝子的又はエ
ピジェネティックな変化を同定することも重要である。さらに、遺伝子多様性がＢＥへの
進行を予測することが示されているので、遺伝子のパネルにおいて変異の存在及び相対的
割合の両方を見る体細胞変異試験を行って、高リスク疾患の患者を同定することも可能で
あり得る（Maley, C.C. et al. Genetic clonal diversity predicts progression to es
ophageal adenocarcinoma. Nat Genet 38, 468-73 (2006)）。
【０２９６】
　結論として、未異形成ＢＥは、ＥＡＣにおける反復的に変異する遺伝子に影響する頻繁
な変異を有する。未異形成ＢＥにおける悪性疾患への進行の率が低いことに鑑みて、悪性
病変への道のりにおけるこれらの変異の役割は、不明である。腫瘍において観察される変
異が直線的進行で生じ、各ステップがクローンを浸潤性の終点に近づけることが、一般的
に受け入れられている。悪性病変に進展しなかった患者の組織におけるほとんど全ての反
復的に変異する遺伝子での変異の我々の観察は、癌に向かう進行におけるこれらの変異の
主要な役割と相反する。それらの反復的な性質は、前癌性段階でのクローン増大における
役割を示唆するが、これらは、悪性病変進行の可能性の長期間の増加をもたらすようには
見受けられない。
【０２９７】
　臨床的視点から、ＥＡＣにおける反復的に変異する遺伝子の大多数が疾患の前癌性段階
と悪性段階とを区別しないので、よって、これらは悪性病変進行のバイオマーカーとして
、変異又は非変異という単純な２元試験に用いることができない。Cytosponge（商標）は
、食道粘膜全体の代表的な試料を提供し、ハイスループット配列決定と結びつけることに
より、ＨＧＤの高感度で客観的な検出ができる。このアプローチは、この疾患の遺伝子的
基礎についての我々の理解が進むにつれて、容易に適応できる。さらに、前浸潤性疾患を
浸潤性疾患から区別するステップに関わる重要な変異を同定するための我々の系統だった
分子アプローチは、早期検出に従うその他の上皮癌に対して応用性がある。
【０２９８】
方法
試料回収、病態検討及び抽出。
　本研究は、施設倫理委員会（ＲＥＣ　Ｎ　０７／Ｈ０３０５／５２及び１０／Ｈ０３０
５／１）により承認され、全ての患者から個別にインフォームドコンセントを得た。発見
コホートについて、食道腺癌（ＥＡＣ）患者を予測的に採用し、試料を、手術による切除
又は超音波内視鏡（ＥＵＳ，endoscopic ultrasound）のいずれかから得た。血液又は腫
瘍から少なくとも５ｃｍ離れた正常扁平上皮食道試料を、生殖系列参照として用いた。全
ての組織試料を、回収の直後に液体窒素中で直ちに凍結し、－８０℃にて貯蔵した。ＤＮ
Ａ抽出の前に、各食道組織試料から１枚の切片を切り取り、Ｈ＆Ｅ染色を行った。癌試料
は、２名の熟練病理学者が腫瘍細胞充実性≧７０％を確認する合意検討の後にのみ、ＤＮ
Ａ抽出について適切であると考えた。血液が入手可能でない場合、同じ検討プロセスを正
常食道試料に当てはめて、扁平上皮のみが存在することを確実にした。発見コホートにつ
いて、１２７の症例を２つの施設（ケンブリッジ及びサウサンプトン）からスクリーニン
グした。６３の症例は、ＩＣＧＣ基準に合致するために要求される７０％細胞充実性を有
し、これらのうち、２２の腫瘍：正常対は、抽出されたＤＮＡの十分な質及び量（合計収
量≧５μｇ）を有し、これらを全ゲノム配列決定に供した。利用可能な残りの１０５の症
例から、９０は＞５０％細胞充実性を有し、これらの全てはアンプリコン配列決定のため
に十分なＤＮＡを有した。発見コホート及び検証コホートの全ての症例について、２６０
／２８０比率は１．８～２．１であった。前浸潤性疾患コホートについて、我々は、＞５
００名患者の我々の１０年予測バレット食道コホート全体をスクリーニングし、凍結物質
が入手可能で、凍結切片の検討により、熟練者の組織病理学的検討後に均質グレードの異
形成が明らかになった症例を選択した。Cytosponge（商標）試料は全て、進行中の前向き
症例対照研究（ＢＥＳＴ２）からの一時的分析の一部として利用可能なものであった。
【０２９９】
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　ＤＮＡを、凍結食道組織からDNeasyキット（Qiagen社製）を用いて、そして血液試料か
ら製造業者の使用説明に従ってNucleon（商標）ゲノム抽出キット（Gen-Probe社製）を用
いて抽出した。検証のために、ＤＮＡを、製造業者の使用説明に従ってAllPrepDNA/RNAミ
ニキット（Qiagen社製）を用いて抽出した。
【０３００】
全ゲノム配列決定
　各試料について単独ライブラリーを創出し、少なくとも８×カバー率まで既知のゲノム
の９４％が配列決定される少なくとも５０×の典型的深度まで１００ｂｐペアエンド配列
決定をIllumina社により契約の下で行い、マッピングした塩基の少なくとも８０％につい
て少なくとも３０のＰＨＲＥＤクオリティを達成した。典型的に、HiSeq-2000（Illumina
社製）フローセルの５つのレーンがこれを達成したが、試料を多重化しなかったので、い
くつかはこれらの最小限の標準を大きい差で超えた。フィルタにかけた読み取り配列を、
バローズ－ホイーラアラインメント（ＢＷＡ，Burrows-Wheeler Alignment）（Li, H. & 
Durbin, R. Fast and accurate short read alignment with Burrows-Wheeler transform
. Bioinformatics 25, 1754-60 (2009)）を用いてヒト参照ゲノム（ＧＲＣｈ３７）にマ
ッピングし、Picard（ｈｔｔｐ：／／ｐｉｃａｒｄ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ）
を用いて重複に印をつけた。広範な品質保証プロセスの一部として、レーンごとにＱＣ測
定基準及びアラインメント統計を計算した。各発見コホート試料についての統合したＱＣ
を決定した。ＱＣ後に取り除いたフローセル内のいずれのタイルの詳細も決定した。
【０３０１】
　FastQCパッケージ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｂａｂｒ
ａｈａｍ．ａｃ．ｕｋ／ｐｒｏｊｅｃｔｓ／ｆａｓｔｑｃ／）を用いて、配列決定読み取
りのクオリティスコアの分布を評価し、配列決定の後半のサイクルにおけるクオリティの
低下によりトリミングを必要とする３レーンの配列決定を同定できた。
【０３０２】
ＷＧＳ変異コール
　体細胞一ヌクレオチドバリアント（ＳＮＶ，single nucleotide variant）を、以下の
コマンドで作動するSomaticSniper Ｖ１．０．２（Larson, D.E. et al. SomaticSniper:
 identification of somatic point mutations in whole genome sequencing data. Bioi
nformatics 28, 311-7 (2012)）を用いて予測した:
ｓｏｍａｔｉｃｓｎｉｐｅｒ　－ｑ　１　－Ｑ　１５　－Ｆ　ｖｃｆ　－Ｊ　－ｒ　０．
００１０００　－Ｔ　０．８５００００　－Ｎ　２　－ｓ　０．０１　－ｆ
【０３０３】
　SomaticSniperからの出力を、次いで、SomaticSniper及びVarScan 2（Koboldt, D.C. e
t al. VarScan 2: somatic mutation and copy number alteration discovery in cancer
 by exome sequencing. Genome Res 22, 568-76 (2012)）に適用した発見的フィルタの比
較から導き出される以下の基準を用いてフィルタにかけ、Koboldt et al（Koboldt, D.C.
 et al. VarScan 2: somatic mutation and copy number alteration discovery in canc
er by exome sequencing. Genome Res 22, 568-76 (2012)）に示されるスクリプト及びカ
スタムスクリプト（ホモポリマーフィルタ）を用いて実行した。
１．生殖系列及び腫瘍試料カバー率≧１０
２．読み取りにおける平均バリアント位置１０位から９０位の間
３．各鎖からの支持読み取りのパーセンテージ≧１％及び≦９９％
４．全支持読み取り≧４
５．支持読み取りの有効３’端からのバリアント塩基の平均距離≧２０ｂｐ
６．参照支持読み取りとバリアント支持読み取りとの間の平均マッピングクオリティの差
＜３０
７．参照読み取りとバリアント読み取りとの間のトリミング配列の長さの平均の差＜２５
ｂｐ
８．参照読み取りとバリアント読み取りとの間のミスマッチクオリティ合計の差＜１００
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９．隣接ホモポリマー＜５ｂｐ
１０．最も近いｉｎｄｅｌ≧４０ｂｐ
【０３０４】
　さらに、全てのバリアントをｄｂＳＮＰ１２９と比較し、予測される生殖系列ＳＮＰと
オーバーラップする場合、取り除いた。マッピング可能なゲノムの中央値９９．７％が、
腫瘍及びマッチする生殖系列試料において少なくとも１０倍のカバー率までカバーされた
ので、コール可能と定義された。
【０３０５】
　候補体細胞ｉｎｄｅｌを、SAMtools（Li, H. et al. The Sequence Alignment/Map for
mat and SAMtools. Bioinformatics 25, 2078-9 (2009)）とPindel（Ye, K., Schulz, M.
H., Long, Q., Apweiler, R. & Ning, Z. Pindel: a pattern growth approach to detec
t break points of large deletions and medium sized insertions from paired-end sh
ort reads. Bioinformatics 25, 2865-71 (2009)）との間のコンセンサスとして採用し、
２２の試料（非コンセンサスｉｎｄｅｌコールを含む）のいずれかのマッチする正常ゲノ
ムに存在するｉｎｄｅｌを排除するためにフィルタにかけた。コード領域及びスプライス
部位に入るｉｎｄｅｌは、手動で点検して、コールの最終リストを作成した。バリアント
に、配列オントロジー用語で注釈をつけて、Ensembl遺伝子注釈付けに対する結果及び位
置を示した。ＳＮＶ及びｉｎｄｅｌは、UniSNPにおけるマッチするか又は最も近い特徴で
も注釈をつけた。
【０３０６】
ＰＣＲによるインデル（ｉｎｄｅｌ）バリアントの確証
　手動の検討により確認された合計で２５のコーディングｉｎｄｅｌを、確証のために無
作為に選択した。プライマー（配列は、依頼に応じて入手可能である）を設計して、予測
されるバリアントの場所を増幅した。ＰＣＲは、腫瘍及び正常ＤＮＡの両方に対して行い
、得られた生成物をサンガー配列決定した。全ての痕跡を、Chromas lite 2.01を用いて
視覚化し、バリアントの存在について手動で検討した。ｉｎｄｅｌが腫瘍痕跡にのみ存在
する場合、そのｉｎｄｅｌを体細胞性と見なした。
【０３０７】
標的化再配列決定による一ヌクレオチドバリアントの確証
　我々のＳＮＶコーリングパイプラインのより大きいベンチマーク評価の実行の一部とし
て、我々は、２００７のＳＮＶを確証するために選択した。これらのＳＮＶは、フィルタ
を通らず、Illuminaパイプライン、ELANDアラインメントとSTRELKAを用いて予測されてい
たものを含んだ。これらのデータの完全な分析は進行中であり、全体的な目的は、我々の
ＳＮＶコーリングパイプラインの感度を最適化することである。予備的分析及びＩＣＧＣ
ベンチマーク評価の実行の比較の後に、我々は、この予備的データセット（上で詳述する
）について我々のフィルタの厳密さを増加することを選択した。この原稿における確証デ
ータは、これらのさらなるフィルタを通過するＳＮＶについてのみである。推定非同義Ｓ
ＮＶ（合計で１３３０）は、超高深度標的化配列決定を受けた。８つの試料について、全
ての非同義バリアントを確証のために送った。残りの１４の症例では、選択したＳＮＶを
、１つを超える試料で変異する遺伝子における非同義バリアントに限定した。アンプリコ
ンを作製し、索引をつけ、プールし、Shah et al（Shah, S.P. et al. The clonal and m
utational evolution spectrum of primary triple-negative breast cancers. Nature 4
86, 395-9 (2012)）に従ってライブラリーを構築した。試料は別々にプールし、HiSeq-20
00データの単独レーンをそれぞれについて作製し、１３，８５５のカバー率の典型的な深
度（アンプリコンについてＩＱＲ：３，４０８～３９，０５９）を導いた。これらのうち
１０８６について、≧５０倍カバー率を、腫瘍及び正常の両方について作製した。バリア
ント対立遺伝子頻度がマッチする正常において≦１％であり、腫瘍において≧２％である
場合、ＳＮＶは体細胞性であることが確認され、１０８１のＳＮＶがこれらの基準に合致
し、１０８１／１０８６（９９．５％）の確証率が得られた。
【０３０８】
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独立した試料における変異の検証
　変異の検証を、４３の病理組織学的に確認されたＨＧＤを有するＢＥ生検及び６６の異
形成を有さない生検を含む、９０のさらなるＥＡＣ及び１０９のＢＥ生検のコホートにお
いて行った。Access Array微少流体ＰＣＲプラットフォーム（Fluidigm社）と、ハイスル
ープット配列決定（Illumina社）とを一緒に、標的化再配列決定のために用いた。
【０３０９】
　中央値サイズ１８０ｂｐ（範囲１００～２００ｂｐ）を有するアンプリコンを、Fluidi
gm社製の自前のソフトウェア（プライマーは、依頼に応じて入手可能である）（Forshew,
 T. et al. Noninvasive identification and monitoring of cancer mutations by targ
eted deep sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)）を用いて設
計した。プライマー設計を２回反復した後に、１つの遺伝子が適切なアンプリコンにより
カバーされずに残り（ＤＩＲＣ３）、これをさらなる分析から取り除いた。よって、合計
で２６の遺伝子を選択した。全てのプライマーは、ユニバーサル配列（ＣＳ１及びＣＳ２
と称する）を５’端に添えて合成した。
【０３１０】
　標的増幅及び試料へのバーコード付加は、製造業者の標準的な多重化プロトコール（Fl
uidigm社、Access Arrayユーザガイド）を用いて行った。プライマーを、１～１２プライ
マー対の範囲の多重化プールに組み合わせた。Access Arrayシステムを用いて、ＰＣＲ試
薬（FastStart高忠実度ＰＣＲシステム、Roche社製）を４７のＤＮＡ試料（５０ｎｇ）＋
単独陰性対照及び４８組の多重化プライマーと、２，３０４のユニーク３５ｎＬ　ＰＣＲ
反応液に組み合わせた。サーマルサイクルを次いで行って、ＰＣＲにより選択された全て
の標的を増幅した。ＰＣＲ後に、試料注入口を通して、後続の配列決定のために、採集試
薬を用いて試料あたり４８多重化反応の増幅生成物を回収した。Illumina配列決定アダプ
タ及び１０ｂｐ試料特異的バーコードを、さらなる１５サイクルのＰＣＲにより結合させ
た。ＰＣＲ生成物にバーコードを付加した後に、少数の試料からのＰＣＲ生成物及び水対
照を、Agilent 2100 BioAnalyzerを用いて分析して、期待されるアンプリコンサイズが得
られたこと及びＰＣＲ反応全体にわたって混入がないことを確実にした。これらを、次い
で一緒にプールし、１．８：１．０のビーズ対アンプリコンの比率を用いて、AMPure XP
ビーズを用いて精製した。ライブラリーは、Agilent BioAnalyzerを用いて定量し、Illum
inaクラスタ作製に供した。１００～１５０ｂｐのペアエンド配列決定を、製造業者の推
奨に従って、読み取り１、読み取り２（索引読み取り）及び読み取り３の両方についてＣ
Ｓ１及びＣＳ２タグを標的にするカスタム配列決定プライマーを用いて、１０塩基索引付
加（バーコード）読み取りでaHiSeq 2000又はMiSeqで行った。
【０３１１】
　TAm-Seqを用いて作製した標的化配列決定データの分析のために用いた方法は、以前に
報告されている（Forshew, T. et al. Noninvasive identification and monitoring of 
cancer mutations by targeted deep sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 13
6ra68 (2012)）。読み取りを、ゼロミスマッチを可能にするバーコードの既知のリストを
用いて逆多重化した。各組の読み取りを、ペアエンドモード（Li, H. & Durbin, R. Fast
 and accurate short read alignment with Burrows-Wheeler transform. Bioinformatic
s 25, 1754-60 (2009)）でＢＷＡを用いてｈｇ１９参照ゲノムと独立して整列させた。期
待されるゲノム位置を用いて、各組の整列させた読み取りを、その構成アンプリコンにさ
らに分離した。各アンプリコンについてSAMtools ｖｌ．１７（Li, H. et al. The Seque
nce Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics 25, 2078-9 (2009)）を用い
てパイルアップを作製した。３０の塩基クオリティ及びマッピングクオリティカットオフ
を用いて、全てのアンプリコン及びバーコードにわたるそれぞれ全ての配列決定した遺伝
子座についての非参照対立遺伝子の観察された頻度を算出した。各遺伝子座及び塩基につ
いて、非参照バックグラウンド対立遺伝子頻度／読み取りの分布をモデル化し、読み取り
の観察された頻度／数（又はそれより多く）を得る確率を算出した。推定置換を、０．９
９９５の確率カットオフ（信頼区間の縁）に基づいて同定した。1000 Genomesプロジェク
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ト、ｄｂＳＮＰバージョン１３５から得られた既知のＳＮＰ及び増幅プライマーをカバー
する領域を廃棄した。＞５％対立遺伝子頻度にて配列決定した試料の半分より多くで観察
されるいずれの置換も廃棄した。配列の小さい挿入及び欠失は、ＧＡＴＫを用いて予測し
た。全ての残りの推定変異に、配列オントロジー用語で注釈をつけて、Ensembl遺伝子注
釈付けに対する結果及び位置を示した。この最終リストでは、少なくとも１００倍でカバ
ーされた遺伝子座にて１０％以上の対立遺伝子頻度を有する全てのナンセンス又はミスセ
ンスエキソン変異及びスプライシング変異を保持した。
【０３１２】
　全ての試料での乏しい配列カバー率のために、３つの遺伝子、ＴＬＲ１、ＴＬＲ７及び
ＴＬＲ９をこの段階で取り除いて、さらなる分析のために合計で２３の遺伝子が残った。
【０３１３】
　コールされた変異を確証するために、Fluidigm Access Array配列決定から同定した全
ての非同義変異を、元の試料からの領域及びＤＮＡを標的にするＣＳ１タグ／ＣＳ２タグ
付加プライマー対を用いて再増幅した。利用可能であれば、マッチする正常試料（血液、
十二指腸又は正常扁平上皮）からのＤＮＡも、同一のタグ付加プライマー対を用いて増幅
した。増幅は、５μｌの反応液（０．１Phusion（登録商標）高忠実度ＤＮＡポリメラー
ゼ（New England BioLabs社製）、１×Phusion緩衝液、４．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５％Ｄ
ＭＳＯ、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ、１μＭフォワード及びリバースプライマー、２５ｎｇゲ
ノムＤＮＡ中で行った。ＰＣＲサイクル条件は、以下のとおりであった。５０℃にて２分
、７０℃にて２０分、９５℃にて１０分、その後、９５℃にて１５秒、６０℃にて３０秒
及び７２℃にて１分を１０サイクル、その後、９５℃にて１５秒、８０℃にて３０秒、６
０℃にて３０秒及び７２℃にて１分を２サイクル、その後、９５℃にて１５秒、６０℃に
て３０秒及び７２℃にて１分を８サイクル、その後、９５℃にて１５秒、８０℃にて３０
秒、６０℃にて３０秒及び７２℃にて１分を２サイクル、並びに９５℃にて１５秒、６０
℃にて３０秒及び７２℃にて１分を８サイクル、その後、９５℃にて１５秒、８０℃にて
３０秒、６０℃にて３０秒及び７２℃にて１分を５サイクル。増幅の後に、２μｌの各Ｐ
ＣＲ反応液を回収し、各プールにユニークアンプリコンだけが含まれるように１２反応の
バッチにプールした。その後、５μｌのプールした反応ミックスを２μｌのExoSAP-IT（
登録商標）（Affymetrix社製）に加えた。試料を３７℃にて１５分、その後、８０℃にて
１５分インキュベートした。得られた生成物を滅菌水中で１：１００に希釈し、さらに１
５サイクルのＰＣＲ（０．１ｕｎｉｔPhusion（登録商標）高忠実度ＤＮＡポリメラーゼ
（New England BioLabs社製）、１×Phusion緩衝液、４．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、５％ＤＭ
ＳＯ、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ、１μＭフォワード及びリバースバーコード付加プライマー
、１μｌのExoSAP-IT（登録商標）で処理したＰＣＲ生成物（１：１００希釈）を用いて
、Illumina配列決定アダプタ及び１０ｂｐのバーコードを各プールに結合させた。サイク
ル条件は、以下のとおりであった。９５℃にて２分の熱活性化、その後、９５℃にて１５
秒、６０℃にて３０秒及び７２℃にて１分を１５サイクル、その後、７２℃にて３分の最
終伸長ステップ。
【０３１４】
　以前と同様に、バーコード付加の後のＰＣＲ生成物を、Agilent 2100 BioAnalyzerを用
いてまず分析して、期待されるアンプリコンサイズが得られたことを確実にした。これら
を、次いで一緒にプールし、１．８：１．０のビーズ対アンプリコンの比率を用いて、AM
Pure XPビーズを用いて精製した。ライブラリーは、Lightcycler（登録商標）480（Roche
社製）でKAPA-ライブラリー定量キット（KAPA Biosystems社製）を用いて定量し、２ｎＭ
に希釈し、Illuminaクラスタ作製及びIllumina MiSeq（１５０ｂｐペアエンド）での配列
決定に供した。読み取りを、ゼロミスマッチを可能にするバーコードの既知のリストを用
いて逆多重化した。各組の読み取りを、ペアエンドモード（Li, H. & Durbin, R. Fast a
nd accurate short read alignment with Burrows-Wheeler transform. Bioinformatics 
25, 1754-60 (2009)）でＢＷＡを用いてｈｇ１９参照ゲノムと独立して整列させた。Samt
oolsmpileupvl.17（Li, H. et al. The Sequence Alignment/Map format and SAMtools. 
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Bioinformatics 25, 2078-9 (2009)）を用いて、推定体細胞突然変異の位置にて各ヌクレ
オチドについてのカウントを得た。変異体対立遺伝子頻度≧３％及びカバー率の深度≧５
０の試料を、確証された変異と見なした。さらに、マッチする正常における変異体対立遺
伝子頻度は、＜１％であることが要求された。我々は、マッチする正常がない全ての変異
をこれらの試料からさらに取り除いたが、これらは、配列決定されたマッチする正常を有
する試料のコホートにおいて生殖系列であることが確認された。
【０３１５】
カプセルスポンジ検体の処理
　Cytosponge（商標）カプセルは、患者により嚥下され、次いで、さらなる処理まで４℃
にて保存剤溶液に直ちに入れた。試料を十分にボルテックスし、激しく振とうして、スポ
ンジ材料からいずれの細胞も取り除いた。細胞を含有する保存剤液を１０００ＲＰＭで５
分間遠心分離して、細胞をペレットにした。得られたペレットを５００μＬの血漿に再懸
濁し、トロンビン（Diagnostic reagents社、Oxford、UK）を次いで、１０μＬの増加量
で、血餅が形成されるまで加えた。血餅を、次いで、ホルマリンに２４時間入れた後に、
処理してパラフィンブロックにした。８×１０マイクロメートルの切片を切り出し、ＤＮ
Ａ抽出のためにチューブに入れた。
【０３１６】
Cytosponge試料からのＤＮＡ抽出
　ゲノムＤＮＡを、処理されたCytosponge（商標）ＦＦＰＥ血餅の８×１０μｍ切片から
、脱パラフィン緩衝液（Qiagen社製）及びQIAamp ＦＦＰＥ　ＤＮＡ組織キット（Qiagen
社製）を用いて抽出した。プロトコールは、試料を、記載される１時間の代わりに５６℃
にて２４時間インキュベートし、１０μｌの余剰のプロテイナーゼＫを２４時間のインキ
ュベーションのほぼ半分が過ぎたところで試料に加えた以外は、製造業者により記載され
るとおりに従った。抽出の後に、ＤＮＡを、Qubit（商標）ｄｓＤＮＡ　ＨＳアッセイキ
ット（Invitrogen社製）を用いて定量した。
【０３１７】
ＴＰ５３変異についての配列決定
　多重化ＴＰ５３　ＰＣＲアッセイを用いて、ＴＰ５３遺伝子のコード領域を配列決定し
た。多重化は、１４プライマー対（Forshew, T. et al. Noninvasive identification an
d monitoring of cancer mutations by targeted deep sequencing of plasma DNA. Sci 
Transl Med 4, 136ra68 (2012)）からなり、これらの１４プライマー対を２つの異なるプ
ールに分割した。プライマーのそれぞれの配列、それらが増幅するゲノム領域（座標は、
ヒトゲノムのｈｇ１９バージョンについて正しい）及びそれらがどのプールの一部である
かを、表１２及び１３に記載する。
【０３１８】
　全てのｐ５３多重化ＰＣＲを、Ｑ５ホットスタート高忠実度２×マスターミックス（Ne
w England Biolabs社製）を用いて、二重に行った。ＴＰ５３遺伝子のコード領域を、１
×Ｑ５マスターミックス、５％　ＤＭＳＯ、最終濃度５０ｎＭの各プライマー対及びCyto
sponge試料から抽出した最大７０ｎｇまでのＦＦＰＥ　ＤＮＡからなるＰＣＲミックスを
用いて、まず増幅した。ＰＣＲについてのサイクル条件は、９５℃にて３０秒の初期変性
、その後、９５℃にて１０秒、６０℃にて１０秒及び７２℃にて１５秒を３０サイクルで
あった。７２℃にて２分の最終伸長も含めて、全てのＰＣＲ生成物の伸長を確実にした。
【０３１９】
　１回目のＰＣＲの後に、２．５ｕｌのプール１及び２．５ｕｌのプール２を一緒にプー
ルした。２マイクロリットルのIllustraExostar 1-Step（GE Healthcare UK Ltd社製）を
５ｕｌのプールしたＰＣＲ生成物に加え、Exostar反応を行って（３７℃にて１５分、そ
の後、８０℃にて１５分）１回目の反応からのプライマーを分解した。１マイクロリット
ルのプールしたExostar処理生成物を、次いで、バーコードＰＣＲに加えて、ユニークバ
ーコードを付加するとともに、ＰＣＲ生成物に配列決定プライマーを加えた。この２回目
のＰＣＲに用いたバーコードは、Forshew et al（Forshew, T. et al. Noninvasive iden
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tification and monitoring of cancer mutations by targeted deep sequencing of pla
sma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)）から得て、バーコードプライマーのコア
配列は、表１４で見出すことができる。Fluidigmバーコードプライマーは最初のｐ５３プ
ライマーに存在するＣＳ１及びＣＳ２配列並びにIlluminaアダプタと結合する配列を含む
ので、これらのプライマーを用いた。バーコードＰＣＲミックスは、１×Ｑ５マスターミ
ックス、５％　ＤＭＳＯ、最終濃度４００ｎＭの各バーコードプライマー対及び１ｕｌの
未希釈Exostar処理ＤＮＡからなった。ＰＣＲのサイクル条件は、９８℃にて３０秒の初
期変性、その後、９８℃にて１０秒、６０℃にて１０秒及び７２℃にて３０秒を１４サイ
クルであった。７２℃にて２分の最終伸長も含めて、全てのＰＣＲ生成物の伸長を確実に
した。
【０３２０】
Cytosponge（商標）試料でＴＰ５３変異を検出するためのTAm-seq ＳＮＶ及びｉｎｄｅｌ
コール
　ｉｎｄｅｌは、バックグラウンド変異率の遺伝子座特異的分布から異常値を選択するこ
とによりコールした。各試料における候補挿入及び欠失を、全てのその他の患者からの試
料における同じ遺伝子座での挿入及び欠失率と比較して、ｚスコアによりスコア化した。
１０以上のｚスコア、少なくとも２００×のカバー率及び少なくとも５つの支持読み取り
を有するｉｎｄｅｌを保持した。
【０３２１】
実施例１０の方法についての参考文献
1. Li, H. & Durbin, R. Fast and accurate short read alignment with Burrows-Wheel
er transform. Bioinformatics 25, 1754-60 (2009)
2. Larson, D.E. et al. SomaticSniper: identification of somatic point mutations 
in whole genome sequencing data. Bioinformatics 28, 311-7 (2012)
3. Koboldt,  D.C. et al. VarScan 2: somatic mutation and copy number alteration 
discovery in cancer by exome sequencing. Genome Res 22, 568-76 (2012)
4. Li, H. et al. The Sequence Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics 
25, 2078-9 (2009)
5. Ye, K., Schulz, M.H., Long, Q., Apweiler, R. & Ning, Z. Pindel: a pattern gro
wth approach to detect break points of large deletions and medium sized insertio
ns from paired-end short reads. Bioinformatics 25, 2865-71 (2009)
6. Shah, S.P. et al. The clonal and mutational evolution spectrum of primary tri
ple-negative breast cancers. Nature 486, 395-9 (2012)
7. Forshew, T. et al. Noninvasive identification and monitoring of cancer mutati
ons by targeted deep sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)
【０３２２】
実施例１０についての参考文献
1. Chin, L., Andersen, J.N. & Futreal, P.A. Cancer genomics: from discovery scie
nce to personalized medicine. Nat Med 17, 297-303 (2011)
2. Gerlinger, M. et al. Intratumor heterogeneity and branched evolution revealed
 by multiregion sequencing. N Engl J Med 366, 883-92 (2012)
3. Jones, S. et al. Comparative lesion sequencing provides insights into tumor e
volution. Proc Natl Acad Sci U S A 105, 4283-8 (2008)
4. Nik-Zainal, S. et al. The life history of 21 breast cancers. Cell 149, 994-10
07 (2012)
5. Vogelstein, B. et al. Genetic alterations during colorectal-tumor development
. N Engl J Med 319, 525-32 (1988)
6. Goh, X.Y. et al. Integrative analysis of array-comparative genomic hybridisat
ion and matched gene expression profiling data reveals novel genes with prognost
ic significance in oesophageal adenocarcinoma. Gut 60, 1317-26 (2011)
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7. Quante, M. et al. Bile acid and inflammation activate gastric cardia stem cel
ls in a mouse model of Barrett-like metaplasia. Cancer Cell 21, 36-51 (2012)
8. Greaves, M. & Maley, C.C. Clonal evolution in cancer. Nature 481, 306-13 (201
2)
9. Varghese, S., Lao-Sirieix, P. & Fitzgerald, R.C. Identification and clinical 
implementation of biomarkers for Barrett's esophagus. Gastroenterology 142, 435-
441 e2 (2012)
10. Dulak, A.M. et al. Gastrointestinal Adenocarcinomas of the Esophagus, Stomac
h, and Colon Exhibit Distinct Patterns of Genome Instability and Oncogenesis. Ca
ncer Res (2012)
11. Dulak, A.M. et al. Exome and whole-genome sequencing of esophageal adenocarc
inoma identifies recurrent driver events and mutational complexity. Nat Genet 45
, 478-86 (2013)
12. Agrawal, N. et al. Comparative genomic analysis of esophageal adenocarcinoma
 and squamous cell carcinoma. Cancer Discov (2012)
13. Corley, D.A. et al. Impact of Endoscopic Surveillance on Mortality From Barr
ett's Esophagus-Associated Esophageal Adenocarcinomas. Gastroenterology 145, 312
-319 e1 (2013)
14. Shaheen,  N.J. & Hur, C. Garlic, Silver Bullets, and Surveillance Upper Endo
scopy for Barrett's Esophagus. Gastroenterology 145, 273-6 (2013)
15. Hayes, D.F. et al. Breaking a vicious cycle. Sci Transl Med 5, 196cm6 (2013)
16. Nik-Zainal, S. et al. Mutational processes molding the genomes of 21 breast 
cancers. Cell 149, 979-93 (2012)
17. Fujimoto, A. et al. Whole-genome sequencing of liver cancers identifies etio
logical influences on mutation patterns and recurrent mutations in chromatin reg
ulators. Nat Genet 44, 760-4 (2012)
18. Bass, A.J. et al. Genomic sequencing of colorectal adenocarcinomas identifie
s a recurrent VTI1A-TCF7L2 fusion. Nat Genet 43, 964-8 (2011)
19. Streppel, M.M. et al. Next-generation sequencing of endoscopic biopsies iden
tifies ARID1A as a tumor-suppressor gene in Barrett's esophagus. Oncogene (2013)
20. Curvers, W.L. et al. Low-grade dysplasia in Barrett's esophagus: overdiagnos
ed and underestimated. Am J Gastroenterol 105, 1523-30 (2010)
21. Wang, K. et al. Exome sequencing identifies frequent mutation of ARID1A in m
olecular subtypes of gastric cancer. Nat Genet 43, 1219-23 (2011)
22. Jones, S. et al. Frequent mutations of chromatin remodeling gene ARID1A in o
varian clear cell carcinoma. Science 330, 228-31 (2010)
23. Reid, B.J., Li, X., Galipeau, P.C. & Vaughan, T.L. Barrett's oesophagus and 
oesophageal adenocarcinoma: time for a new synthesis. Nat Rev Cancer 10, 87-101 
(2010)
24. Kadri, S.R. et al. Acceptability and accuracy of a non-endoscopic screening 
test for Barrett's oesophagus in primary care: cohort study. BMJ 341, c4372 (201
0)
25. Lao-Sirieix, P. et al. Non-endoscopic screening biomarkers for Barrett's oes
ophagus: from microarray analysis to the clinic. Gut 58, 1451-9 (2009)
26. Forshew, T. et al. Noninvasive identification and monitoring of cancer mutat
ions by targeted deep sequencing of plasma DNA. Sci Transl Med 4, 136ra68 (2012)
27. Dawson, S.J. et al. Analysis of circulating tumor DNA to monitor metastatic 
breast cancer. N Engl J Med 368, 1199-209 (2013)
28. Theisen, J. et al. Preoperative chemotherapy unmasks underlying Barrett's mu
cosa in patients with adenocarcinoma of the distal esophagus. Surg Endosc 16, 67
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29. Bhat, S. et al. Risk of malignant progression in Barrett's esophagus patient
s: results from a large population-based study. J Natl Cancer Inst 103, 1049-57 
(2011)
30. Nowell, P.C. The clonal evolution of tumor cell populations. Science 194, 23
-8 (1976)
31. Mutter, G.L. et al. Molecular identification of latent precancers in histolo
gically normal endometrium. Cancer Res 61, 4311-4 (2001)
32. Kinde, I.et al. Evaluation of DNA from the Papanicolaou test to detect ovari
an and endometrial cancers. Sci Transl Med 5, 167ra4 (2013)
33. Maley, C.C. et al. Genetic clonal diversity predicts progression to esophage
al adenocarcinoma. Nat Genet 38, 468-73 (2006)
【実施例１１】
【０３２３】
統計解析
　ここに、我々は、感度及び特異性に対する異なるバイオマーカーの組合せの効果を示す
統計解析を詳細に示す。データは非常に良好であるように見受けられ、４つのバイオマー
カーをアッセイすることは、確実に有利である。２つの表が以下にあり、１つは高度異形
成のみについてであり、１つは任意の異形成についてである。
【０３２４】
　任意の異形成（軽度、高度及び不確定）からの結果を示す表：
【０３２５】



(64) JP 2016-509228 A 2016.3.24

10

20

30

40

【表１０】



(65) JP 2016-509228 A 2016.3.24

10

20

30

40

50 



(66) JP 2016-509228 A 2016.3.24

【０３２６】
高度異形成のみからの結果を示す表：
【０３２７】
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【０３２８】
　最終欄のスコアは、感度と特異性との合計である。これらを別々に見て、分散を考慮す
ることがまだ重要である。
【０３２９】
　よって、マーカー組合せを選択して、特異性の喪失を最小限にしながら感度を最大限に
することができる。
【実施例１２】
【０３３０】
　本実施例では、我々は、Cytosponge（商標）で異形成を検出するリスク階層化バイオマ
ーカーの性能を示す。
ＬＧＤ＝軽度異形成　ＨＧＤ／ＩＭＣ＝高度異形成／粘膜内癌
【０３３１】
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【表１２】

 
【実施例１３】
【０３３２】
　本実施例では、我々は、ｐ５３　ＩＨＣ及び核酸（配列決定による）のデータを、別々
又は一緒のいずれかで示す。
【０３３３】



(71) JP 2016-509228 A 2016.3.24

10

20

30

40

50

【表１３】
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【０３３４】
　本発明の説明的な実施形態を、添付の図面を参照にして本明細書に詳細に開示したが、
本発明は、これらの精密な実施形態に限定されず、添付の特許請求の範囲及びその等価物
により定義される本発明の範囲を逸脱することなく当業者が様々な変更及び改変を行うこ
とができることが理解される。
【０３３５】
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