
(57)【要約】
特定の対象遺伝子群の、少なくとも一つ及び／またはそれらの規制領域に関連する造血細
胞の増殖異常の検知及び差別化方法であって、標的核酸内のメチル化または非メチル化Ｃ
pＧジヌクレオチッドの識別をする、少なくとも一種の試薬または一連の試薬によって、
前記対象から得られた、生物学的試料における標的核酸に接触することからなる方法。正
常な造血細胞と増殖異常の造血細胞を識別する前記方法。急性リンパ球性白血病と急性骨
髄性白血病を識別する前々記方法及び前記方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
対 象 中 の Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ
、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２
５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ）
、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、
Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ
Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １ 、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ
Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ
Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ １ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、
Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １
、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ
２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ か ら な る 群 の 、 少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 及 び ／ ま た は そ れ ら の 規 制
領 域 に 関 連 す る 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 検 知 及 び 差 別 化 方 法 で あ っ て 、 標 的 核 酸 内 の メ チ ル
化 ま た は 非 メ チ ル 化 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 識 別 を す る 、 少 な く と も 一 種 の 試 薬 ま た は
一 連 の 試 薬 に よ っ て 、 前 記 対 象 か ら 得 ら れ た 、 生 物 学 的 試 料 に お け る 標 的 核 酸 に 接 触 す る
こ と か ら な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
正 常 な 造 血 細 胞 と 増 殖 異 常 の 造 血 細 胞 を 識 別 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
急 性 リ ン パ 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 を 識 別 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ａ Ｒ が 健 康 な 造 血 細 胞 と 増 殖 異 常 の 造 血 細 胞 を 識 別 す る こ と に
使 用 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｎ ３ ３ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２
Ｂ 、 Ａ Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ が 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 及 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 を 識 別 す る こ と
に 使 用 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ３ に 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
下 記 の 各 ス テ ッ プ か ら な る 請 求 項 １ ～ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 含 有 の 生 物 学 的 試 料 を 得 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 ５ 位 置 が 非 メ チ ル 化 で あ
る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 中 の シ ト シ ン 塩 基 を 処 理 し て 、 そ の 塩 基 対 挙 動 が シ ト シ ン に 類 似 し て
い な い ウ ラ シ ル ま た は 他 の 塩 基 に 変 換 し 、 前 以 っ て 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 を 増 幅
し 、 一 つ 以 上 の シ ト シ ン 位 置 の メ チ ル 化 状 態 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 ７ 】
試 薬 が 重 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 、 酸 性 亜 硫 酸 塩 の 溶 液 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６
ま た は ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
増 幅 が 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ～ ８ の
何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
１ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 、 １ ０ 以 上 の 異 な る 断 片 が 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 、 請 求 項 ６ ～ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
増 殖 ス テ ッ プ が 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ７ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ４ か ら な る プ ラ
イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 を 使 用 し て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 ６ ～ １ ０ の 何 れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
幾 つ か の Ｄ Ｎ Ａ 切 片 の 増 幅 が 一 つ の 反 応 器 を 使 用 し て 実 施 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ６ ～ １ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
増 幅 ス テ ッ プ が 、 特 に 健 全 な 及 び ／ ま た は 病 ん だ 造 血 細 胞 に 関 連 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 造 血 細 胞
の 特 殊 な ゲ ノ ム メ チ ル 化 状 態 に 基 づ き 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 、 優 先 的 に 増 幅
す る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ～ １ ２ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も 一 つ の 遺 伝 子 及 び ／ ま た は 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ
、 Ａ Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ
Ｃ Ｎ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ
Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２
Ｂ 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、
Ｇ Ｓ Ｋ ３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ
Ｌ Ｈ １ 、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ
２ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、
Ｔ Ｃ Ｌ １ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ
Ｌ Ｋ １ 、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ
、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ か ら な る 群 の 、 そ れ ら の 規 制 領 域 内 の
メ チ ル 化 状 態 が 、 各 増 幅 産 物 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ
リ ゴ マ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ っ て 検 知 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ～ １ ３ の 何 れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o
． ： ５ ３ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ の 群 か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
増 幅 産 物 が ラ ベ ル さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ６ ～ １ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
増 幅 産 物 の ラ ベ ル が 蛍 光 ラ ベ ル で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
増 幅 産 物 の ラ ベ ル が 放 射 性 核 種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
増 幅 産 物 の ラ ベ ル が 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な 、 代 表 的 な 質 量 を 有 す る 検 知 可 能 な 、 分 子 断
片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
増 幅 産 物 ま た は 増 幅 物 の 断 片 ラ ベ ル が 質 量 分 析 計 で 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６
～ １ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
生 産 さ れ た 断 片 が 、 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ ま
た は ２ ０ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） ま た は 電 子 放 散 質 量 分
析 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） に よ っ て 、 検 知 が 実 施 さ れ 、 視 覚 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ ～ ２
１ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
下 記 の ス テ ッ プ か ら な る 請 求 項 １ ～ ５ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
a） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 含 有 の 生 物 学 的 試 料 を 得 、
b） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、
c） 少 な く と も 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 、 下 記 の 遺 伝 子 の Ｃ pＧ か ら な る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 一 つ
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ま た は そ れ 以 上 の メ チ ル 化 感 受 性 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 す る こ と 、
Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ
２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ
Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ
Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １
、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１
、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １ 、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ
Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、
Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ １ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３
、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １
Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、
Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３
d） 消 化 ス テ ッ プ c） で 生 成 す る Ｄ Ｎ Ａ の 検 知 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
Ｄ Ｎ Ａ 消 化 物 が ス テ ッ プ d） に 先 立 ち 増 幅 さ れ る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
増 幅 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
一 つ 以 上 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 増 幅 が 一 つ の 反 応 器 中 で 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４
及 び ／ ま た は ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ が 耐 熱 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ４ ～ ２ ６ の 何
れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 か ら な る
群 よ り 得 ら れ た 配 列 の 一 つ を 有 す る 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 分 離 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
特 に 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー で あ る オ リ
ゴ マ ー 、 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３
８ ６ の 配 列 の 一 つ で あ る 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る か ま た は 同
じ で あ る 、 少 な く と も 、 １ ０ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 塩 基 配 列 の 一 つ か ら な る 、 オ リ ゴ マ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
塩 基 配 列 が 少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ２ ９ に
記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
少 な く と も 一 つ の Ｃ pＧ ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の シ ト シ ン が オ リ ゴ マ ー の ほ ぼ 中 央
３ 番 目 に 存 在 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
特 に 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー で あ る 、 オ
リ ゴ マ ー が 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ か ら な る 群 か ら
得 ら れ る 配 列 の 一 つ で あ る 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 ２ ９ ～ ３ ２ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 、 少 な く と も 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド か ら な
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o： １ ２ ４ ５ 、 １ ２ ４ ５ 、 １ ２ ４ ６ 、 １ ２ ４ ６ 、 １ ２ ４ ７ 、 １ ２ ４ ７ 、 １
２ ４ ８ 、 １ ２ ４ ８ 、 １ ２ ４ ９ 、 １ ２ ４ ９ 、 １ ２ ５ ０ 、 １ ２ ５ ０ 、 １ ２ ５ １ 、 １ ２ ５ １ 、 １
２ ５ ２ 、 １ ２ ５ ２ 、 １ ２ ５ ３ 、 １ ２ ５ ３ 、 １ ２ ５ ４ 、 １ ２ ５ ４ 、 １ ２ ５ ５ 、 １ ２ ５ ５ 、 １
２ ５ ６ 、 １ ２ ５ ６ 、 １ ２ ５ ７ 、 １ ２ ５ ７ 、 １ ２ ５ ８ 、 １ ２ ５ ８ で あ る 少 な く と も 二 つ の オ
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リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o： ８ ８ ～ ９ ４ で あ る 群 か ら 得 ら れ る 一 つ 以 上 の 分 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o： １ ２ １ １ ～ １ ２ ３ １ 、 １ ２ ３ １ 、 １ ２ ３ ２ 、 １ ２ ３ ２ 、 １ ２ ３ ３ 、 １
２ ３ ３ 、 １ ２ ３ ４ 、 １ ２ ３ ４ 、 １ ２ ３ ５ 、 １ ２ ３ ５ 、 １ ２ ３ ６ 、 １ ２ ３ ６ 、 １ ２ ３ ７ 、 １
２ ３ ７ 、 １ ２ ３ ８ 、 １ ２ ３ ８ 、 １ ２ ３ ９ 、 １ ３ ９ ３ 、 １ ２ ４ ０ 、 １ ２ ４ ０ 、 １ ２ ４ １ 、 １
２ ４ １ 、 １ ２ ４ ２ 、 １ ２ ４ ２ 、 １ ２ ４ ３ 、 １ ２ ４ ３ 、 １ ２ ４ ４ 、 １ ２ ４ ４ で あ る 少 な く と
も 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o： ７ ４ ～ ８ ７ で あ る 群 か ら 得 ら れ る 一 つ 以 上 の 分 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 一 つ 以 上 に
含 ま れ る 全 て の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 状 態 を 検 知 す る た め の 、 オ リ ゴ マ ー か
ら な る 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ 及 び 請 求 項 ３ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ マ ー 、 ペ プ チ ッ ド
核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー 及 び ／ ま た は 分 離 さ れ た 核 酸 の 集 合 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の シ ト シ ン の
メ チ ル 化 状 態 及 び ／ ま た は 単 一 、 多 形 性 、 ヌ ク レ オ チ ッ ド （ Ｓ Ｎ Ｐ s） の 決 定 の た め の 試
料 と し て 、 請 求 項 ２ ９ ～ ３ ４ 及 び 請 求 項 ３ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 、 オ リ ゴ マ ー ま た は ペ
プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー の 集 合 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
健 全 な 造 血 細 胞 と 増 殖 異 常 の 造 血 細 胞 の 差 別 化 の た め の 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ッ ド ま た は 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 核 酸 の 集 合 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ １ 】
急 性 リ ン パ 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 差 別 化 の た め の 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド ま た は 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 核 酸 の 集 合 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ２ ８ 記 載 の Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ の 配 列 の 一 つ 、
及 び ／ ま た は そ れ に 相 補 的 で あ る 配 列 及 び そ の 切 片 の 一 つ で あ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 増 幅 の た め
の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド と し て の 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 少 な く と も 二 つ の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー の 一 つ の 集 合 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
対 応 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 状 態 の 決 定 及 び ／ ま た は 単 一 、 多 形 性 、 ヌ ク レ オ チ ッ ド
（ Ｓ Ｎ Ｐ s） の 検 知 の た め の 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 固 相 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ 、
３ ４ ま た は ３ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ
Ａ ） オ リ ゴ マ ー の 一 つ の 集 合 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
集 合 の 全 て の メ ン バ ー が 固 相 に 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ 、 ３ ４ ま た は ３ ６ の
何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー の
一 つ の 集 合 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
請 求 項 ３ ３ 、 ３ ４ ま た は ３ ６ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の オ リ ゴ マ ー の 少 な く と も 一 つ が 固 相 に
結 合 す る （ こ と を 特 徴 と す る ） 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ 及 び
そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 一 つ が 含 ま れ る 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 対 応 す る ゲ ノ ム メ チ ル
化 状 態 に 関 連 す る 、 疾 病 の 解 析 の た め の 、 異 な る オ リ ゴ マ ー ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ
Ａ ） オ リ ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 配 置 を 行 な う 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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請 求 項 ４ ４ ま た は ４ ５ に 記 載 の 、 異 な る オ リ ゴ マ ー ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ
ゴ マ ー （ ア レ ー ） の 配 置 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
正 方 形 ま た は 六 角 形 格 子 の 、 平 面 固 相 上 に 配 置 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ７ に 記
載 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド オ リ ゴ マ ー 配 列 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー 配 列 の ア
レ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 １ ～ ４ ８ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 、 少 な く と も 一 つ の 核 酸 か ら な る 、 遺 伝 子 の メ チ ル
化 状 態 に 関 連 す る 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 解 析 の た め の 核 酸 ま た は ペ プ チ ッ ド 核 酸 ア レ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
固 相 表 面 が シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 鉄 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、
銀 ま た は 金 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ７ ～ ４ ９ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の ア レ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 ２ ９ ～ ３ ７ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 重 亜 硫 酸 塩 （ ＝ 酸 性 亜 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 水 素 塩 ） 試
薬 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー か ら な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
疾 病 素 因 の 検 知 、 下 位 部 類 、 診 断 、 予 診 、 処 置 及 び ／ ま た は 造 血 細 胞 増 殖 異 常 の 監 視 の 間
の 差 別 化 の た め の 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ４ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ４ 及 び Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ
Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は
ペ プ チ ッ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） オ リ ゴ マ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
疾 病 素 因 の 検 知 、 下 位 部 類 、 診 断 、 予 診 、 処 置 及 び ／ ま た は 造 血 細 胞 増 殖 異 常 の 監 視 の 間
の 差 別 化 の た め の 核 酸 内 の シ ト シ ン メ チ ル 化 の 解 析 で 使 用 さ れ る 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ：
９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の 群 か ら 得 ら れ る 配 列 の 一 つ
で あ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
腫 瘍 の 種 類 の 予 測 は 腫 瘍 の 診 断 に お い て 、 重 要 な 問 題 の 一 つ で あ る か ら 、 癌 に お け る ほ と
ん ど 全 て の 治 療 法 の 決 定 に と っ て 、 種 類 の 予 測 は 非 常 に 重 要 で あ る 。
異 な る 種 類 の 癌 及 び 下 位 部 類 の 種 類 の 癌 に 応 じ て 、 異 な る 特 別 な 処 置 が 必 要 に な る 。 ど の
治 療 レ ジ メ が 使 用 さ れ る か と い う よ う な 重 要 な 治 療 法 の 決 定 は 、 そ れ 故 に 、 腫 瘍 の 種 類 を
正 確 に 認 識 す る こ と に 、 決 定 的 に 依 存 す る 。 現 時 点 に お け る 腫 瘍 の 部 類 は 一 般 的 に 、 形 態
的 、 組 織 病 理 学 的 ま た は 免 疫 学 的 要 因 、 及 び 単 分 子 マ ー カ ー [R.W.McKenna、 Clin Chem. 4
6、 1252 (2000); F.R.Appelbaum、 Semin Hematol.36、 401 (1999)]に よ る 。 し か し 、 現 在
使 用 さ れ て い る 診 断 方 法 は い ず れ も 、 腫 瘍 の 部 類 が 十 分 に 正 確 に 行 な わ れ て は い な い 。 異
な る 方 法 を 結 合 し 、 個 々 の 病 理 学 者 の 経 験 に 基 づ い て 部 類 を 修 正 し て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
最 近 、 幾 つ か の グ ル ー プ が マ イ ク ロ ア レ ー ベ ー ス の 発 現 の 解 析 に よ っ て 、 腫 瘍 部 類 の 正 確
な 決 定 を す る こ と が で き る こ と を 示 し た 。 ゴ ル ブ （ Golub） 及 び そ の 共 同 研 究 者 達 は 、 約
７ ０ ０ ０ 種 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 選 別 し 、 １ ０ ～ １ ０ ０ 遺 伝 子 間 で 、 急 性 リ ン パ 芽 球 性
白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） を 十 分 に 識 別 で き る こ と を 示 し た [T.R.G
olub et al.、 Science 286、 531 (1999)]。 同 様 な ア プ ロ ー チ で 、 ア リ ザ デ ー （ Alizadeh
） 及 び そ の 共 同 研 究 者 達 は 、 治 療 及 び 病 気 の 結 果 へ の 反 応 に 関 し 十 分 に 相 違 点 を 有 す る 広
汎 性 、 大 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 の 未 だ 知 ら れ て い な い 下 位 部 類 を 発 見 し た [A.A.Alizadeh et al.
、 Nature 403、 503 (2000)]。 ま た 、 包 括 的 な 転 写 の 解 析 は 悪 性 黒 色 腫 の フ ェ ノ タ イ プ 的
特 徴 を 予 測 で き る こ と が 示 さ れ た 。 [M.Bittner et al.、 Nature 406、 535(2000)]。
【 ０ ０ ０ ３ 】
マ イ ク ロ ア レ ー ベ ー ス の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し た 大 ス ケ ー ル 解 析 は メ ッ セ ン ジ ャ
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ー Ｒ Ｎ Ａ の 不 安 定 性 に よ り 第 一 に 妨 害 さ れ る [T.Emmert-Buck et al.、 Am J Pathol.156、
1109 (2000)]。 ま た 、 発 現 は 、 日 常 的 に 、 且 つ 高 い 信 頼 度 で 検 出 さ れ る 因 子 ２ の 最 小 値 の
み を 変 化 さ せ る [R.J.Lipshutz、 S.P.A Fodor、 T.R.Gingeras、 D.J.Lockhart、 Nature Gen
etics 21、 20 (1999);D.W.Selinger、 K.J.Cheung、 R.Mei、 E.M.Johansson、 C.S.Richmond
、 Nature Biotechnology 18、 1262(2000)]。 更 に 、 試 料 調 製 は 発 現 が 瞬 間 的 に そ れ に 続 い
て 起 こ る 或 引 き 金 を 変 化 さ せ る と い う 事 実 に よ っ て 複 雑 に な る 。 概 略 の 発 現 へ の 影 響 が 齎
す 個 々 の 寄 与 を 解 決 で き な い こ と 、 及 び 変 化 し つ つ あ る 漸 進 的 性 質 の 計 量 化 の 困 難 さ が 、
デ ー タ 解 析 を 複 雑 に し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
Ｃ pＧ 島 内 で の 異 常 な Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 は ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に お い て 、 広 範 な 遺 伝 子 ス ペ ク ト ル
の 消 去 ま た は 過 発 現 に 繋 が る [P.A.Jones、 Cancer Res 65、 2463 (1996)]。 異 常 な メ チ ル
化 が 、 ま た 、 或 腫 瘍 の 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン 部 分 及 び コ ー ド 部 分 の Ｃ pＧ リ ッ チ の 規 制 要 素
で 起 こ る こ と が 示 さ れ て い る [M.F.Chan、 G.Liang、 P.A.Jones、 Curr Top Microbiol Immu
nol 249、 75 (2000)]。 限 定 ラ ン ド マ ー ク ゲ ノ ム ス キ ャ ニ ン グ を 使 用 し て 、 コ ス テ ロ 及 び
共 同 研 究 者 達 は 、 メ チ ル 化 の パ タ ー ン は 腫 瘍 タ イ プ に 特 異 性 で あ る こ と を 示 す こ と が で き
た [J.F.Costello et al.、 Nat Genet 24、 132 (2000)]。 著 し く 特 徴 的 な Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル
化 パ タ ー ン は 、 乳 癌 の 細 胞 列 で 示 さ れ 得 た [T.H.-M.Huang、 M.R.Perry、 D.E.Laux、 Hum Mo
l Genet 8、 459 (1999)]。 大 ス ケ ー ル の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 監 視 す る こ と に よ っ
て 、 メ チ ル 化 状 態 の 広 範 囲 の ゲ ノ ム 評 価 が 癌 組 織 の 分 子 指 標 を 示 し 、 そ れ 故 に 、 腫 瘍 の 種
類 の 予 測 と 発 見 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
白 血 病 は 骨 髄 細 胞 に 発 生 す る 悪 性 の 癌 で あ り 、 骨 髄 細 胞 の 増 殖 が 制 御 不 能 に な る こ と が 特
徴 で あ る 。 白 血 病 の 大 部 分 は 、 骨 髄 性 ま た は リ ン パ 球 性 と し て 、 進 展 す る 細 胞 タ イ プ に よ
っ て 部 類 さ れ る 。 両 種 類 と も 、 急 性 ま た は 慢 性 で あ る 。 急 性 白 血 病 は 、 骨 髄 ま た は 血 液 中
に 、 未 成 熟 で 機 能 を 喪 失 し た 細 胞 が 蓄 積 す る 急 速 に 進 展 す る 病 気 で あ る 。 多 く の 場 合 、 骨
髄 は も は や 充 分 な 量 の 正 常 な 赤 血 球 及 び 白 血 球 及 び 血 小 板 を 造 る こ と が で き な い 。 赤 血 球
が 欠 乏 す る 貧 血 症 は 実 質 的 に 全 て の 白 血 病 患 者 に お こ る 。 正 常 な 白 血 球 が 欠 乏 す る と 、 感
染 を 防 ぐ 体 の 機 能 が 損 な わ れ る 。 血 小 板 の 不 足 は 負 傷 し た 場 合 、 出 血 し 易 く な る 。 慢 性 白
血 病 は 、 よ り ゆ っ く り 進 展 し 、 過 成 熟 で 、 機 能 を 備 え た 多 数 の 細 胞 を 生 産 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
２ ０ ０ １ 年 の 米 合 衆 国 に お け る 推 定 ３ １ ， ５ ０ ０ 件 の 新 し い 白 血 病 患 者 の 内 訳 は 、 急 性 、
慢 性 が ほ ぼ 同 比 率 で あ っ た 。 高 齢 者 に 多 く 発 症 が 見 ら れ 、 過 半 数 が ６ ０ 歳 以 上 で あ っ た 。
通 常 、 白 血 病 に は 成 人 が 小 児 の 十 倍 罹 る 。 白 血 病 は 最 も 普 遍 的 な 子 供 の 癌 で あ り 、 急 性 リ
ン パ 球 性 白 血 病 （ 以 後 Ａ Ｌ Ｌ の 略 語 を 使 用 す る ） は 小 児 白 血 病 の ８ ０ ％ を 占 め る 。 成 人 の
白 血 病 の 最 も 普 遍 的 タ イ プ は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 以 後 Ａ Ｍ Ｌ の 略 語 を 使 用 す る ） で 、 年 間
推 定 １ ０ ， ０ ０ ０ 人 が 新 た に 発 症 す る 。 今 年 の 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 は 約 ３ ， ５ ０ ０ 件 で
あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
環 境 的 及 び ウ イ ー ル ス 性 の 原 因 に 加 え て 、 細 胞 信 号 、 細 胞 死 、 細 胞 増 殖 の よ う な 細 胞 経 路
に 各 種 の 遺 伝 子 が 関 与 し 、 そ し て 細 胞 老 化 が 白 血 病 の 進 展 に 関 連 す る と 考 え ら れ る 。 そ の
よ う な 遺 伝 子 の 例 は 、 Bcl2、 ALL1で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
５ － メ チ ル シ ト シ ン は 最 も 頻 繁 に 現 わ れ る 真 核 生 物 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ に お け る 共 有 塩 基 変 成 物
で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 転 写 の 規 制 、 遺 伝 子 刷 り 込 み 及 び 腫 瘍 化 で あ る 役 割 を 演 じ る 。
そ れ 故 、 遺 伝 子 情 報 の 一 成 分 と し て の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 同 定 は 非 常 に 興 味 あ る 問 題 で
あ る 。 し か し 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 位 置 は 、 シ ト シ ン と 同 じ 塩 基 対 挙 動 を 示 す の で 、 配
列 に よ っ て は 同 定 で き な い 。 そ の 上 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン に よ っ て 齎 さ れ る 後 成 的 情 報 は
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 間 に 完 全 に 失 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
比 較 的 新 し く 、 現 時 点 で 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 中 の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 解 析
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方 法 は 、 重 亜 硫 酸 塩 と 、 そ れ に 続 く ア ル カ リ 加 水 分 解 で 塩 基 対 挙 動 が チ ミ ン に 一 致 す る 、
ウ ラ シ ル に 変 換 さ れ る と こ ろ の シ ト シ ン と の 特 殊 な 反 応 に 基 づ い て い る 。 し か し 、 ５ － メ
チ ル シ ト シ ン は こ の 条 件 下 で 、 変 換 さ れ ず に 残 る 。 そ の 結 果 、 も と の Ｄ Ｎ Ａ は そ の よ う な
方 法 で 変 換 さ れ 、 元 来 、 シ ト シ ン と は ハ イ ブ リ ッ ド 化 で は 区 別 で き な い メ チ ル シ ト シ ン が
、 今 や 、 残 存 シ ト シ ン と し て 、 通 常 の 分 子 生 物 学 的 技 法 、 例 え ば 、 増 幅 及 び ハ イ ブ リ ッ ド
化 ま た は 配 列 化 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 こ れ ら 全 て の 技 法 は 今 や 完 全 に 利 用 さ れ て い る 塩
基 対 に 基 づ い て い る 。 感 受 性 に よ っ て 、 従 来 技 法 は 解 析 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ を ア ガ ロ ー ス マ ト リ
ッ ク ス 中 に 包 含 さ せ 、 そ れ に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ の 拡 散 及 び 変 性 を 防 ぎ （ 重 亜 硫 酸 塩 は 単 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ の み と 反 応 す る ） 、 全 て の 沈 殿 及 び 精 製 段 階 を 迅 速 な 透 析 で 置 き 換 え る 方 法 に よ っ て
限 定 さ れ る （ Olek A、 Oswald J、 Walter J. 重 亜 硫 酸 塩 を 基 に し た 、 シ ト シ ン の メ チ ル 化
の 解 析 の た め の 、 変 化 し 改 善 さ れ た 方 法 。 Nucleic Acids Res.1996 Dec 15; 24 (24): 50
64～ 6） 。 図 で そ の 潜 在 能 力 が 説 明 さ れ る 方 法 を 使 用 し て 、 個 々 の 細 胞 の 解 析 が 可 能 に な
る 。 し か し 、 現 時 点 で は 、 塩 基 対 長 約 ３ ， ０ ０ ０ ま で の 個 々 の 分 野 が 解 析 さ れ て い る の み
で 、 数 千 に 亘 る メ チ ル 化 事 例 に つ い て 、 グ ロ ー バ ル な 細 胞 解 析 を 行 な う こ と は 不 可 能 で あ
る 。 ま た 、 こ の 方 法 は 少 量 の サ ン プ ル か ら の 非 常 に 小 さ い 断 片 の 解 析 に つ い て は 信 頼 性 が
な い 。 こ の 方 法 で は 、 拡 散 防 止 を し て い る に も 拘 ら ず 、 マ ト リ ッ ク ス を 通 し て 、 サ ン プ ル
が 失 わ れ る 。 更 に 他 の ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 検 出 方 法 の 概 観 は 、 以 下 の 論 文 記 事 か ら 収 集
で き る ： Rein、 T.、 DePamphilis、 M.L.、 Zorbas、 H.、 Nucleic Acids Res. 1998、 26、  2
255。
【 ０ ０ １ ０ 】
現 在 の と こ ろ 、 幾 つ か の 例 外 を 除 い て [例 え ば 、 Zeschnigk M、 Lich C、 Buiting K、 Doerf
ler W、 Horsthemke B. SNRPN遺 伝 子 坐 に お け る 対 立 遺 伝 子 の メ チ ル 化 の 差 異 に 基 づ く 、 ア
ン ジ ェ ル マ ン （ Angelman） 及 び プ レ ダ ー － ウ ィ リ ー （ Prader-Willi） 症 候 群 の 診 断 の た め
の 、 メ チ ル 化 単 一 チ ュ ー ブ Ｐ Ｃ Ｒ 試 験 。 Eur J Hum Genet.1997 Mar-Apr; 5 (2): 94～ 8 ]
、 重 亜 硫 酸 塩 技 法 だ け が 研 究 に 使 用 さ れ た 。 し か し 、 常 に 、 既 知 の 遺 伝 子 の 短 く 、 特 殊 な
断 片 は 、 重 亜 硫 酸 塩 処 理 に 続 い て 増 幅 さ れ 、 完 全 に 配 列 化 さ れ [Olek A、  Walter J.H-19
メ チ ル 化 刷 り 込 み の 前 移 植 個 体 発 生 。 Nat Genet.1997 Nov;17 (3): 275～ 6]　 ま た は 、 個
々 の シ ト シ ン 位 置 が 一 次 伸 長 反 応 に よ っ て 検 出 さ れ る [Gonzalgo ML、 Jones PA. メ チ ル 化
感 受 性 の 単 鎖 ヌ ク レ オ チ ッ ド プ ラ イ マ ー 伸 長 を 使 用 し た 、 特 殊 サ イ ト に お け る メ チ ル 化 の
差 異 の 迅 速 な 数 量 化 （ Ms-SNuPE） 。 Nucleic Acids Res.1997 Jun 15; 25 (12):2529～ 31
、 WO Patent 9500669] ま た は 、 酵 素 的 に 消 化 さ れ る [Xiong Z. Laird PW. COBRA:感 受 性
で 、 量 的 な Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 ア ッ セ イ 。 Nucleic Acids Res.1997 Jun 15; 25 (12):2532～ 4
]。 そ れ に 加 え て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る 検 出 も 述 べ ら れ て い る [Olek et al.、 WO9928498
]。
【 ０ ０ １ １ 】
個 々 の 遺 伝 子 に お け る メ チ ル 化 検 出 の 重 亜 硫 酸 塩 技 法 を 扱 っ た 刊 行 物 は 以 下 の も の で あ る
。 Grigg G、 Clark S.ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お け る 残 存 ５ － メ チ ル シ ト シ ン の 配 列 化 。 Bioasseys
.1994 Jun;16 (6):431～ 6、 431;Zeschnigk M、 Schmitz B、 Dittrich B、 Buiting K、 Hors
themke B、 Doerfler W. ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 刷 り 込 み 切 片 ： ゲ ノ ム 配 列 に よ っ て 決 め ら れ
る 、 Prader-Willi / Angelman 症 候 群 範 囲 に お け る 、 異 な る Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 パ タ ー ン 。 Hu
m Mol Genet. 1997 Mar; 6 (3): 387～ 95； Feil R、 Charlton J、 Bird AP、 Walter J、 Re
ik W. 個 々 の 染 色 体 の メ チ ル 化 解 析 ： 重 亜 硫 酸 塩 ゲ ノ ム 配 列 の た め の 改 善 さ れ た プ ロ ト コ
ル 。 Nucleic Acids Res.1994 Feb 25; 22 (4): 695～ 6； Martin V、 Ribieras S、 Song-Wa
ng X、 Rio MC、 Dante R.。 ゲ ノ ム 配 列 が 、 pＳ 2遺 伝 子 の ５ ’ 領 域 に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 次 亜 メ
チ ル 化 と ヒ ト 乳 癌 細 胞 列 に お け る そ の 発 現 の 間 の 相 関 を 示 す 。 Gene.1995 May 19; 157 (1
～ 2): 261～ 4； WO 97 46705、 WO 95 15373及 び WO 45560。
オ リ ゴ マ ー ア レ ー 製 造 の 従 来 技 術 の 概 観 は １ ９ ９ ９ 年 １ 月 出 版 の Nature Genetics特 別 版 [
Nature Genetics特 別 版 、 ２ １ 巻 、 １ ９ ９ ９ 年 １ 月 ]、 に 引 用 さ れ て い る 文 献 か ら 得 ら れ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
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蛍 光 ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ は 、 し ば し ば 、 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ ア レ ー の ス キ ャ ニ ン グ に 使 用 さ れ
る 。 特 殊 な プ ロ ー ブ の ５ ’ － Ｏ Ｈ へ Ｃ y３ 及 び Ｃ y５ 染 料 が 簡 単 に 付 着 す る の で 、 蛍 光 ラ ベ
ル と し て は 特 に 好 適 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 プ ロ ー ブ の 蛍 光 物 質 の 検 出 は 、 例 え ば 、 コ ン
フ ォ カ ー ル 顕 微 鏡 で 行 な わ れ る 。 Ｃ y３ 及 び Ｃ y５ 染 料 及 び 他 の 多 く の も の は 市 販 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） は 生 物 分 子 の 分
析 に 非 常 に 有 用 で あ る [Karas M、 Hillenkamp F.１ ０ ０ ０ ０ ダ ル ト ン を 超 え る 分 子 の 蛋 白
質 の レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 。 Anal Chem.1988 Oct 15; 60 (20): 2299～ 301]。 被 分 析 物 は
吸 着 性 マ ト リ ッ ク ス に 埋 め 込 ま れ る 。 マ ト リ ッ ク ス は 短 時 間 の レ ー ザ ー 照 射 で 蒸 発 し 、 被
分 析 分 子 は 分 解 す る こ と な く 、 気 化 す る 。 被 分 析 物 は マ ト リ ッ ク ス 分 子 と の 衝 突 に よ っ て
イ オ ン 化 す る 。 電 荷 を か け て イ オ ン を 非 電 場 飛 行 管 へ 送 り こ む 。 イ オ ン 間 の 質 量 差 に よ り
、 イ オ ン は 異 な る 速 度 に 加 速 さ れ る 。 小 さ い 質 量 の イ オ ン は 大 き い 質 量 の イ オ ン よ り 早 い
時 期 に 検 出 器 に 到 達 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 は ペ プ チ ッ ド 及 び 蛋 白 質 の 分 析 に 非 常 に 好 適 で あ る 。 核 酸 の
分 析 に は や や 困 難 性 が あ る [Gut I G、  Beck S.DNA及 び マ ト リ ッ ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 イ
オ ン 化 質 量 分 析 。 現 時 の 技 術 革 新 及 び 将 来 の 傾 向 。 1995、 1; 147～ 57 ]。 核 酸 の 感 度 は ペ
プ チ ッ ド の そ れ に 比 較 し て 、 １ ０ ０ 倍 も 劣 り 、 断 片 サ イ ズ が 増 加 す る と 、 感 度 は 不 均 一 的
に 低 下 す る 。 核 酸 は 骨 格 に 大 き な 負 電 荷 を 有 す る た め 、 マ ト リ ッ ク ス に よ る イ オ ン 化 プ ロ
セ ス が 、 か な り 非 効 率 に な る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に お い て は 、 マ ト リ ッ ク ス の
選 択 が 重 要 で あ る 。 ペ プ チ ッ ド の 脱 離 に 関 し て は 。 非 常 に 細 か い 結 晶 を 生 じ る 、 幾 つ か の
、 効 果 的 な マ ト リ ッ ク ス が 発 見 さ れ た 。 現 在 、 Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 敏 感 な 幾 つ か の マ ト リ ッ ク
ス が あ る が 、 感 度 の 差 は 短 縮 さ れ な い 。 感 度 差 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を ペ プ チ ッ ド に 類 似 す る よ う に
、 化 学 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 通 常 の 骨 格 の フ ォ ス フ ェ ー ト を
チ オ フ ォ ス フ ェ ー ト で 置 換 し た 、 核 酸 の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ ー ト が 簡 単 な ア ル キ ル 化 － 化
学 に よ っ て 、 中 性 荷 電 Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ 得 る [Gut IG、  Beck S .選 択 的 Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ ル 化
方 法 及 び 質 量 分 析 に よ る 検 出 。 Nucleic Acids Res.1995 Apr 25; 23 (8): 1367～ 73]。 こ
の 変 化 し た Ｄ Ｎ Ａ へ の 電 荷 タ グ の 結 合 は ペ プ チ ッ ド と 同 等 の 感 度 に ま で 増 加 す る 。 更 に 、
電 荷 タ グ は 未 変 化 基 質 の 検 出 を か な り 困 難 に す る 不 純 物 、 に 対 す る 分 析 安 定 性 を 高 め さ せ
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 細 胞 、 組 織 ま た は 他 の 試 験 サ ン プ ル の Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 標 準 法 を 使 用 し て 得 ら
れ る 。 こ の 標 準 法 は 、 フ リ ッ チ ェ ア ン ド マ ニ ア テ ィ ス 出 版 、 の 分 子 ク ロ ー ン ： 実 験 室 マ ニ
ュ ア ル 、 １ ９ ８ ９ 年 、 の よ う な 参 考 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 、 著 し く 大 き い 遺 伝 子 及 び Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 解 析 を 並 行 し て 行
な う の に 適 し た 、 新 規 な 、 マ イ ク ロ ア レ ー ベ ー ス の ア ッ セ ー を 提 示 す る 。 急 性 リ ン パ 芽 球
性 白 血 病 （ Ａ Ｌ Ｌ ） ま た は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ Ｍ Ｌ ） 患 者 か ら 得 ら れ た 試 料 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
の メ チ ル 化 パ タ ー ン に の み 基 づ い て 部 類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は 、 下 記 の 遺 伝 子 群 の 少 な く と も 一 つ で あ る 核 酸 が 、 関 心 の あ る ゲ ノ ム 配 列 中 の メ
チ ル 化 ま た は 非 メ チ ル 化 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド 間 の 識 別 が 可 能 な 試 薬 ま た は 一 連 の 試 薬
に 接 触 す る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 進 展 に 関 連 す る 特 徴 、 の た め の 生 物
学 的 試 料 の 解 析 方 法 を 提 供 す る 。 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ
Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ
２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ
１ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ
Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ
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３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １
、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ
Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ
１ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １
、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ
Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー を 確 認 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 こ の 方 法 は 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 、 特 に 、 前 記 異 常 の 下 位 部
類 と 、 こ の 異 常 の 遺 伝 的 疾 病 素 因 の 改 善 さ れ た 同 定 及 び こ れ ら の 間 の 差 別 化 の た め に 使 用
さ れ る 。 本 発 明 は 改 善 さ れ 、 告 知 さ れ た 患 者 の 処 置 を 許 容 し て 、 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 高
度 に 特 異 的 な 類 別 が 可 能 な 技 術 状 態 の 改 善 を 提 示 す る 。
特 に 好 ま し い 、 本 発 明 の 実 施 態 様 に お い て は 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病
の 差 別 化 を 可 能 に す る 方 法 及 び 核 酸 を 提 供 す る 。
更 に 、 本 発 明 は シ ト シ ン の メ チ ル 化 及 び 単 一 多 形 性 核 酸 の 解 析 が 可 能 で あ る 。
好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 以 下 の 各 ス テ ッ プ か ら な る 。
本 発 明 の 第 一 ス テ ッ プ で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 が 、 細 胞 列 ま た は 血 液 な ど の 給 源 か ら 分 離
さ れ る 。 抽 出 は こ の 分 野 の 専 門 家 に と っ て 標 準 的 な 、 界 面 活 性 剤 に よ る 細 胞 溶 解 物 を 使 い
、 超 音 波 及 び ガ ラ ス ビ ー ズ の 旋 回 力 を 含 む 手 段 で 、 行 な わ れ る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 核 酸 は
解 析 に 使 用 さ れ る 。
好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 次 ぎ の ス テ ッ プ に 先 立 ち 分 解 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 標
準 的 技 術 の 中 の 一 つ で あ り 、 限 定 さ れ な い が 、 特 に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 使 用 さ れ る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
こ の 方 法 の 第 二 の ス テ ッ プ で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル は 、 ５ ’ 位 置 が 非 メ チ ル 化 で あ る
シ ト シ ン が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 挙 動 が シ ト シ ン に 類 似 し な い ウ ラ シ ル 、 チ ミ ン ま た は そ の 他
の 塩 基 に 変 換 さ れ る 方 法 で 処 理 さ れ る 。 以 後 こ れ を 前 処 理 と 称 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 処 理 は 、 好 ま し く は 、 重 亜 硫 酸 塩 （ 亜 硫 酸 塩 、 酸 性 亜 硫 酸 塩 ） で 処 理
さ れ 続 い て 、 ア ル カ リ 加 水 分 解 に よ っ て 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 核 塩 基 を ウ ラ シ ル ま た は 塩
基 対 挙 動 が シ ト シ ン に 類 似 し な い 他 の 塩 基 に 変 換 す る さ れ る 。 重 亜 硫 酸 塩 溶 液 が 反 応 に 使
用 さ れ れ ば 、 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン 塩 基 に 付 加 さ れ る 。 そ し て 、 変 性 剤 ま た は 溶 剤 及 び ラ ジ
カ ル 捕 捉 剤 が 加 え ら れ な け れ ば な ら な い 。 そ れ に 続 く ア ル カ リ 加 水 分 解 は 非 メ チ ル 化 シ ト
シ ン 核 塩 基 の ウ ラ シ ル へ の 変 換 を 促 進 す る 。 化 学 的 に 変 換 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は メ チ ル 化 シ ト シ
ン の 検 知 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ７ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ４
か ら な る プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 を 使 用 し 、 好 ま し く は 耐 熱 性 ポ リ メ ラ ー
ゼ 使 用 し て 増 幅 さ れ る 。 統 計 的 、 現 実 的 に 考 慮 す る と 、 好 ま し く は 、 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ 塩
基 対 の 長 さ を 有 す る 、 １ ０ 以 上 の 異 な る 断 片 が 増 幅 さ れ る 。 幾 つ か の Ｄ Ｎ Ａ 切 片 の 増 幅 が
一 つ の 同 一 の 反 応 器 を 使 用 し て 実 施 さ れ る 。 通 常 、 増 幅 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ
） に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 デ ザ イ ン が こ の 分 野 の 専 門 家 に と っ て 自 明 で あ る よ う な 、 二 者 択 一 的 プ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 実 施 で き る 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー は 、 そ の 配 列 が 、 各 々 相 互 に 相 補 的 で
あ る か 、 ま た は 、 補 遺 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ で 特 定 さ れ
る 塩 基 配 列 の 、 少 な く と も １ ８ 塩 基 対 長 の 切 片 と 同 一 で あ る 。 前 記 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド は 、 好 ま し く は 、 如 何 な る Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を も 含 ま な い こ と が 特 徴 で
あ る 。 特 に 、 前 記 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 配 列 が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド Ｄ Ｎ Ａ ま
た は 非 関 連 の Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 最 小 限 に 抑 え る こ と に よ り 、 選 択 的 に ア ニ ー ル し 、 且 つ 、 関
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与 す る 造 血 細 胞 の 特 殊 な Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る よ う に 、 デ ザ イ ン さ れ る 方 法 の 実 施 の 態 様 が 好
ま し い 。 本 発 明 の 内 容 に お い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド Ｄ Ｎ Ａ と は 、 こ の 場 合 、 関 連 す る 組 織
と は 健 全 な 、 ま た は 、 病 ん だ 造 血 細 胞 の こ と で あ る が 、 関 連 す る 組 織 特 異 性 メ チ ル 化 パ タ
ー ン を 有 さ な い ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 増 殖 中 は 、 少 な く と も 一 つ の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 固 相 に
結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー 配
列 は 、 正 方 形 ま た は 六 角 形 格 子 の 平 面 固 相 上 に 配 置 さ れ 、 固 相 表 面 は シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、
ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 鉄 、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 ま た は 金 か ら な り 、 ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 他 の 物 質 も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
増 幅 に よ っ て 得 ら れ た 断 片 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 検 知 可 能 な ラ ベ ル を 帯 び る こ と が で き
る 。 好 ま し い ラ ベ ル は 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 、 質 量 分 析 計 で 検 出 可 能 な 、 代 表 的 な 質
量 を 有 す る 検 知 可 能 な 、 分 子 断 片 で あ り 、 生 産 さ れ た 断 片 が 、 質 量 分 析 計 で 、 よ り よ く 検
知 さ れ る よ う に 、 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 検 知 は マ ト リ ッ
ク ス 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） ま た は 電 子 放 散 質 量 分 析 （ Ｅ Ｓ
Ｉ ） に よ っ て 実 施 さ れ 、 視 覚 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 第 二 ス テ ッ プ で 得 ら れ た 増 幅 産 物 は 引 き 続 き 、 ア レ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ
ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ 試 料 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る 。 こ の 内 容 で 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 は 下 記
の 方 法 に よ り 行 な わ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 の 間 使 用 さ れ る 試 料 の 集 合 は 、 好 ま し く は 、 少
な く と も １ ０ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー か ら な る 。 こ の プ ロ セ ス で 、
増 幅 産 物 は 固 相 に 結 合 す る 前 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド に ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 試 料 と な る
。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ５ ～ Ｓ Ｅ
Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ の 群 か ら 得 ら れ る 。 例 示 で 述 べ ら れ る 更 に 好 ま し い 態 様 は 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ １ １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ の
群 か ら 得 ら れ る 。 続 い て 、 非 ハ イ ブ リ ッ ド 化 断 片 は 除 去 さ れ る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ
ド は 、 そ の 配 列 が 、 相 互 に 相 補 的 で あ る か 、 ま た は 、 補 遺 で 特 定 さ れ る 塩 基 配 列 の 少 な く
と も 一 つ の Ｃ pＧ ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 ん で い る 切 片 と 同 一 で あ る 。 更 に 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の シ ト シ ン で は
、 チ ア ミ ン は 、 １ ０ 量 体 の ５ ’ 末 端 か ら 数 え て 、 ５ 番 目 か ら ９ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ッ ド で あ
る 。 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 各 Ｃ pＧ ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド と し て 存 在 す る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の 方 法 の 第 ５ ス テ ッ プ で 、 非 ハ イ ブ リ ッ ド 化 増 幅 産 物 が 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の 最 終 ス テ ッ プ で 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 増 幅 産 物 が 検 知 さ れ る 。 こ の 段 階 で 、 増 幅 産 物
に 付 加 さ れ た ラ ベ ル は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 配 列 が 局 在 す る 固 相 の 各 位 置 を 同 定 で き る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 に お い て 、 好 ま し い 増 幅 産 物 の ラ ベ ル は 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 放 射 性 核 種 ま た は 質 量 分 析
計 で 検 出 可 能 な 、 代 表 的 な 質 量 を 有 す る 検 知 可 能 な 、 分 子 断 片 で あ る 。 質 量 分 析 計 は 、 増
幅 産 物 、 増 幅 産 物 の 断 片 ま た は 増 幅 産 物 へ 相 補 的 な 試 料 で あ る 。 検 知 は マ ト リ ッ ク ス 補 助
レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） ま た は 電 子 放 散 質 量 分 析 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） に よ
っ て 実 施 さ れ 、 視 覚 化 さ れ る 。 生 産 さ れ た 断 片 が 、 質 量 分 析 計 で 、 よ り よ く 検 知 さ れ る よ
う に 、 単 一 の 正 ま た は 負 の 正 味 電 荷 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
前 述 の 方 法 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 確 認 の た め に 使 用
さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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こ の 方 法 を 実 施 す る た め に 、 本 発 明 は 、 更 に 、 下 記 に 列 挙 し た 遺 伝 子 群 並 び に こ れ ら 遺 伝
子 群 の シ ト シ ン メ チ ル 化 検 知 の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ
ー 、 の 変 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ
Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ
Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ
Ｎ １ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、
Ｄ Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ
Ｋ ３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ
１ 、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、
Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ
Ｌ １ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ
１ 、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ
Ｄ Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ 。
本 発 明 は 遺 伝 子 的 及 び 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー 及 び 特 に 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の シ ト シ ン の メ チ ル 化
パ タ ー ン が 、 特 に 、 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視 の た め に 好 適 で
あ る と の 発 見 に 基 づ い て い る 。 更 に 、 本 発 明 は 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 下 位 部 類 ま た は 造 血
細 胞 の 増 殖 異 常 の 素 因 の 検 知 の 間 の 差 別 化 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 の 核 酸 は ゲ ノ ム 遺 伝 子 の 遺 伝 的 及 び ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 解 析 に 使 用 可 能 で
あ る 。
こ の 目 的 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ の 配 列 及 び そ れ に 相
補 的 な 配 列 の 、 前 処 理 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 、 少 な く と も １ ８ 塩 基 対 長 の 配 列 を 含 む 核 酸
を 使 用 し て 成 し 遂 げ ら れ る 。
変 化 し た 核 酸 は こ れ ま で 遺 伝 的 及 び 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー に 関 与 す る 疾 病 の 確 認 に は 結 び つ
か な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 更 に 、 前 処 理 Ｄ Ｎ Ａ の 解 析 、 ゲ ノ ム シ ト シ ン の メ チ ル 化 状 態 、 及 び 、 少
な く と も １ ０ の ヌ ク レ オ チ ッ ド 長 を 有 す る 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o
． ： ３ ８ ６ の 配 列 の 前 処 理 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 、 少 な く と も 、 一 つ の 塩 基
配 列 を 含 む 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 検 知 を 行 な う こ と に あ る 。 本 発 明 の オ リ ゴ マ ー
試 料 は 、 先 ず 、 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 進 展 に 関 連 す る 特 徴 の た め の 生 物 学 的 試 料 の 解 析 の
間 に 特 異 的 遺 伝 的 、 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 確 認 を 可 能 に す る 、 重 要 且 つ 効 果 的 な 材 料 か ら
な る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド は 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視
及 び 前 記 異 常 の 素 因 の 検 知 を 可 能 に す る 。 更 に 、 こ れ ら は 造 血 細 胞 癌 の 異 な る 下 位 部 類 の
差 別 化 を 可 能 に す る 。 オ リ ゴ マ ー の 塩 基 配 列 は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 、 一 つ の Ｃ pＧ
ま た は Ｔ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド を 含 む 。 試 料 は 、 特 に 、 好 ま し く は ペ ア リ ン グ の 性 質 を 有
す る 、 Ｐ Ｎ Ａ （ ペ プ チ ッ ド 核 酸 ） の 形 で 存 在 す る 。 特 に 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の シ ト
シ ン が １ ３ 量 体 の ５ ’ 末 端 か ら ５ 番 目 か ら ９ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ッ ド で あ る よ う な 、 本 発 明
に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が 好 ま し い 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 場 合 は 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ
オ チ ッ ド の シ ト シ ン が ９ 量 体 の ５ ’ 末 端 か ら ４ 番 目 か ら ６ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ッ ド で あ る も
の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 に お け る オ リ ゴ マ ー は 、 通 常 、 所 謂 、 集 合 で 使 用 さ れ る 。 こ れ は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ
o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ の 各 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の た め の 少 な く と も
一 つ の オ リ ゴ マ ー を 含 む 。 こ の 集 合 は 好 ま し く は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  
Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ の 各 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の た め の 少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ マ ー
を 含 む 。 更 に 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ １ １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ か ら な る 集
合 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 に お け る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 の 場 合 は 、 少 な く と も 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ッ ド が 固 相 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 更 に 一 集 合 内 の 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が
固 相 に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
更 に 本 発 明 は 、 前 記 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８
６ の 配 列 及 び そ れ に 相 補 的 な 配 列 の ） の 処 理 ヴ ァ ー ジ ョ ン を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の シ
ト シ ン メ チ ル 化 状 態 の 検 知 を 行 な う た め に 使 用 さ れ る 、 少 な く と も 、 １ ０ n（ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー ） の 集 合 に 関 す る 。 こ れ ら の 試 料 は 、 改 善 さ れ
た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視 を す る こ と が で き る 。 特 に 、 こ れ ら は 造 血 細
胞 異 常 の 異 な る 下 位 部 類 の 差 別 化 及 び 前 記 異 常 の 素 因 の 検 知 を 可 能 に す る 。 特 に 、 好 ま し
い 集 合 は Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ４ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
オ リ ゴ マ ー の 集 合 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ の 配 列 の 一
つ で あ る 前 処 理 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 単 一 、 多 形 性 ヌ ク レ オ チ ッ ド （ Ｓ Ｎ Ｐ s） の 検 出
に も 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 に お い て は 、 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー （ 所 謂 、
ア レ ー ） の 配 置 が 、 そ れ が 同 様 に 固 相 に 結 合 す る と い う 方 法 で 示 す と こ ろ の 、 本 発 明 に よ
っ て 、 有 効 と さ れ る こ と が 好 ま し い 。 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は Ｐ Ｎ Ａ オ
リ ゴ マ ー 配 列 の ア レ ー は 、 正 方 形 ま た は 六 角 形 格 子 の 平 面 固 相 上 に 配 置 さ れ る の が 特 徴 で
あ る 。 固 相 表 面 は 、 好 ま し く は 、 シ リ コ ン 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鋼 鉄
、 鉄 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 銀 ま た は 金 か ら な る 。 し か し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 及 び 、 ペ レ ッ ト ま
た は 樹 脂 体 の 形 態 と さ れ 得 る ナ イ ロ ン の よ う な プ ラ ス チ ッ ク も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
そ れ 故 、 本 発 明 の 更 な る 主 題 は 、 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視 、
造 血 細 胞 癌 の 異 な る 下 位 部 類 の 差 別 化 及 び ／ ま た は 前 記 異 常 の 素 因 の 検 知 の た め に 、 担 体
物 質 に 固 定 さ れ た ア レ ー を 製 造 す る 方 法 で あ る 。 前 記 方 法 に お い て 、 本 発 明 に お け る 少 な
く と も 一 つ の オ リ ゴ マ ー は 固 相 に 結 合 す る 。 そ の よ う な ア レ ー を 製 造 す る 方 法 は 、 例 え ば
、 固 相 化 学 及 び 耐 光 保 護 グ ル ー プ な ど を 内 容 と す る 米 国 特 許 公 報 第 ５ ， ７ ４ ４ ， ３ ０ ５ 号
か ら 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 更 な る 主 題 は 、 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視 の た め の Ｄ
Ｎ Ａ チ ッ プ に 関 す る 。 更 に Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 、 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 素 因 の 検 知 及 び 造 血 細
胞 癌 の 異 な る 下 位 部 類 の 差 別 化 を 行 な う こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 、 本 発 明 に お け る
少 な く と も 一 つ の 核 酸 を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 公 報 第 ５ ， ８ ３ ７ ， ８
３ ２ 号 か ら 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
更 に 、 本 発 明 の 主 題 は 、 例 え ば 、 重 亜 硫 酸 塩 含 有 試 薬 、 そ の 配 列 が 各 場 合 ご と に 、 補 遺 （
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ ） で 特 定 さ れ る 塩 基 配 列 の １ ８ 塩
基 長 に 相 当 す る か 、 ま た は 、 そ れ に 相 補 的 で あ る 、 少 な く と も 二 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ
ド を 含 む 、 プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 集 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 及 び ／ ま た は
Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー 、 並 び に 、 実 施 用 器 具 及 び 前 記 方 法 の 評 価 か ら な る キ ッ ト で あ る 。 し か
し 、 キ ッ ト は 本 発 明 の 主 旨 に 則 っ て 、 こ れ ま で 述 べ た 構 成 要 素 の 部 分 の み を も 、 含 む こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 に お け る オ リ ゴ マ ー ま た は そ の ア レ ー 並 び に 本 発 明 の キ ッ ト は 、 改 善 さ れ た 診 断 、
処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 監 視 の た め に 使 用 さ れ る 。 更 に 、 前 記 発 明 は 、 造 血 細 胞 癌
の 異 な る 下 位 部 類 の 差 別 化 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 素 因 の 検 知 に ま で そ の 使 用 が 拡 大 さ
れ る 。 本 発 明 に お い て は 、 そ の 方 法 は 、 好 ま し く は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の 、 重 要 な 、 遺 伝 的
及 び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー の 解 析 、 特 に 、 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増
殖 異 常 の 監 視 、 前 記 異 常 の 素 因 の 検 知 、 前 記 異 常 の 下 位 部 類 の 差 別 化 の た め に 使 用 さ れ る
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。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 改 善 さ れ た 診 断 、 処 置 及 び 造 血 細 胞 の 増 殖 異 常 の 進 展 の 監 視 、
前 記 異 常 の 素 因 の 検 知 、 前 記 異 常 の 下 位 部 類 の 差 別 化 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 方 法 の 更 な る 態 様 は 、 前 処 理 な し で の 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 状 態 の 解 析 方 法
で あ る 。 方 法 の 第 一 段 階 で は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 試 料 が 組 織 ま た は 細 胞 の 供 給 源 か ら 分 離 さ れ
ね ば な ら ぬ 。 こ の よ う な 供 給 源 は 細 胞 系 、 組 織 学 的 ス ラ イ ド 、 体 液 、 ま た は 組 織 埋 蔵 パ ラ
フ ィ ン を 含 む 。 抽 出 は 、 こ の 分 野 の 専 門 家 に と っ て 標 準 的 な 手 段 で 、 界 面 活 性 剤 溶 液 、 超
音 波 、 及 び ガ ラ ス ビ ー ズ 旋 回 流 を 含 む 手 段 に よ っ て 行 な わ れ る 。 一 度 核 酸 が 抽 出 さ れ た 、
ゲ ノ ム 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 解 析 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ の 態 様 で は 、 こ れ は 従 来 技 術 で は 標 準 的 で あ る が 、 処 理 に 先 立 ち 、 特 に 、
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 分 割 さ れ る 。 第 二 段 階 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ は 一 種 以 上 の メ チ ル
化 感 受 性 、 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ る 。 消 化 は 制 限 サ イ ト に お け る Ｄ Ｎ Ａ の 加 水 分 解 が 、 特 異
的 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 状 態 を 伝 達 す る よ う に 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
第 三 ス テ ッ プ に お い て は 、 制 限 断 片 が 増 幅 さ れ る 。 検 知 は 、 従 来 の 標 準 技 術 で 行 な わ れ 、
例 え ば 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 ゲ ル 電 気 泳 動 分 析 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 解 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 へ
の 検 知 可 能 な タ ッ グ の 挿 入 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ ー 解 析 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ま た は Ｅ Ｓ Ｉ 分 析 に よ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
特 に 、 技 法 を 修 得 し た 監 視 機 の 使 用 に よ っ て 、 Ｃ pＧ マ ー カ ー 位 置 fpr、 特 別 な フ ェ ノ タ イ
プ 的 部 類 、 を 決 め る た め に 、 以 下 の 技 法 を 使 用 し て 、 そ の と き 、 解 析 さ れ た と こ ろ の 、 デ
ー タ ポ イ ン ト の 大 き な 集 合 を 生 成 す る 、 多 数 の 患 者 サ ン プ ル に つ い て 、 上 で 述 べ ら れ た 分
子 生 物 学 的 技 法 の 一 つ を 使 用 し た 、 Ｃ pＧ 位 置 の メ チ ル 化 状 態 の 解 析 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
部 類 予 測 の 問 題 は 既 に 、 マ イ ク ロ ア レ ー 遺 伝 子 発 現 デ ー タ [M.P. Brown et al.、 Proc Nat
l Acad Sci USA 97、 262 (2000);T Gaasterland S Bekiranov、 Nature Gnenetics 24、 20
4 (2000)]の 解 析 に 使 用 し て 成 功 し て い る 。 support vector machine（ Ｓ Ｖ Ｍ ） と 呼 ば れ
る 、 方 法 を 修 得 し た 管 理 機 を 使 用 し て 入 力 さ れ る [V Vapnik、 Statistical Learning Theo
ry (Wiley、 New York 1998); N.Christianini、 J.Shawe-Taylor、 An Introduction to Su
pport Vector Machines (Cambridge University Press、 Cambridge 2000)] 。 Ｓ Ｖ Ｍ は 練
習 用 試 料 の 二 つ の 部 類 間 の 通 常 の 判 別 が 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 各 試 料 の 調 べ る Ｃ pＧ サ イ
ト の メ チ ル 化 パ タ ー ン （ Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 ） が 表 示 さ れ る 。 Ｓ Ｖ Ｍ の よ う な 修 得 さ れ る 監 視 技
術 は デ ー タ ラ ベ ル で 示 さ れ る 従 来 技 術 を 活 用 す る と い う 利 点 を 有 す る 。 更 に 、 Ｓ Ｖ Ｍ は 個
々 の デ ィ メ ン ジ ョ ン 間 の 高 い 線 型 相 互 依 存 を 計 算 で き 、 デ ー タ の オ ー バ ー フ ィ ッ テ ィ ン グ
を 回 避 で き る [V Vapnik、 Statistical Learning Theory (Wiley、 New York 1998)]。
【 ０ ０ ４ ８ 】
部 類 の 予 測 へ の Ｃ pＧ サ イ ト の 貢 献 度 の 定 量 化 の た め に 、 我 々 は 先 ず 、 試 験 試 料 の 部 類 に
対 す る 、 こ れ ら の 判 別 力 に し た が っ て 、 二 試 料 tテ ス ト を 使 用 し て 、 全 て の Ｃ pＧ サ イ ト の
ラ ン ク を 決 め た 。 Ｓ Ｖ Ｍ は Ｃ pＧ サ イ ト の ラ ン ク 番 号 を 増 加 さ せ て 、 訓 練 さ れ た 。 予 測 の
エ ラ ー が 最 小 に な る Ｃ pＧ サ イ ト の ラ ン ク 番 号 は 、 特 別 な 部 類 が 互 い に 選 別 さ れ る 番 号 に
依 存 す る 。 こ れ は 一 方 、 潜 在 的 に 情 報 の 喪 失 へ 繋 が る 解 析 特 定 の Ｃ pＧ 位 置 を 消 去 す る と
い う 事 実 に よ っ て 説 明 さ れ る 。 他 方 、 統 計 的 修 得 理 論 [V Vapnik、 Statistical Learning 
Theory (Wiley、 New York 1998)]に よ っ て 示 唆 さ れ る よ う に 、 試 料 の 限 定 さ れ た 番 号 に 関
し て 、 我 々 の Ｃ pＧ サ イ ト の 番 号 で は 、 フ リ ー パ ラ メ ー タ ー の 番 号 が 減 少 す る に 従 が っ て
、 部 類 予 測 の 信 頼 性 は 一 般 に 増 加 す る 。 分 類 問 題 の 固 有 の 仕 事 に 特 有 な 複 雑 さ は 、 こ れ ら
二 つ の 拮 抗 す る 効 果 が 平 衡 し 、 部 類 予 測 が 最 適 の 挙 動 を 示 す 時 期 を 決 定 す る 。 こ れ は 、 広
範 な ゲ ノ ム 解 析 が 部 類 予 測 を 改 善 す る だ け で な く [J.Weston et al.、 in Advances in neu
ral information processing systems (MIT Press、 Cambridge、 MA 2001 ) 、 問 題 の 複 雑
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さ に つ い て の 情 報 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 は 患 者 ま た は 各 個 人 の 不 利 益 で あ る か 、 ま た は そ れ に 関 し て 発 生 し た 事 態 の 診 断 及
び ／ ま た は 予 測 に 関 す る 。 本 発 明 に お け る 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 患 者 ま た は 各 個 人 の ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 重 要 な 遺 伝 的 及 び ／ ま た は 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー が 、 他 の 遺 伝 的 及 び ／ ま た は
後 成 的 パ ラ メ ー タ ー 集 合 と 比 較 さ れ 、 こ の 両 者 間 の 差 異 が 、 患 者 ま た は 各 個 人 の 不 利 益 で
あ る か 、 ま た は そ れ に 関 し て 発 生 し た 事 態 の 診 断 及 び ／ ま た は 予 測 に 、 基 本 的 に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の 内 容 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 と い う 語 は 、 二 重 鎖 構 造 の Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に お け る Wa
tson-Crickペ ア リ ン グ の ラ イ ン に 沿 っ た 、 完 全 に 、 相 補 的 な 配 列 に 一 つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ッ ド が 結 合 す る こ と と し て 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 の 内 容 に お い て 、 遺 伝 的 パ ラ メ ー タ ー と は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 及 び こ れ ら の 規 制 の た め
に 更 に 必 要 と さ れ る 配 列 の 突 然 変 異 及 び 多 形 性 体 で あ る 。 突 然 変 異 を 意 味 す る の は 、 特 に
、 挿 入 、 欠 失 、 ポ イ ン ト 突 然 変 異 、 逆 位 、 多 形 性 及 び 特 に 好 ま し く は Ｓ Ｎ Ｐ s（ 単 一 ヌ ク
レ オ チ ッ ド 多 形 性 ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 内 容 に お い て 、 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー と は 、 特 に 、 シ ト シ ン の メ チ ル 化 及 び ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ く 、 更 に 変 化 し た Ｄ Ｎ Ａ 及 び こ れ ら の 規 制 の た め に 更 に 必 要 と さ れ る 配 列 で
あ る 。 更 に 、 後 成 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 直 接 、 前 記 方 法 で は 解 析 で き な い が 、 Ｄ Ｎ
Ａ の メ チ ル 化 に は 、 こ れ も ま た 関 与 す る 、 ヒ ス ト ン の ア セ チ ル 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
以 下 に 、 配 列 に 基 礎 を 置 い て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 例 示 に よ っ て は
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ は ５ ’ 及 び ／ ま た は 以 下 の 遺 伝 子 の ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 の 規 制 を 示 す 。 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ
Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ
２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ
１ Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ
Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ
３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １
、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ
Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ
１ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １
、 Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ
Ｋ ４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ 。 こ れ ら の 配 列 は 遺 伝 子 バ ン ク か ら 得 ら れ 、
現 時 点 で は 予 測 で き な い 、 例 え ば 、 マ イ ナ ー な 欠 失 及 び 多 形 性 に 限 定 さ れ な い 配 列 の 物 質
の 全 て の 小 さ い 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ は 以 下 の 遺 伝 子 か ら 得 ら れ る Ｄ Ｎ
Ａ の 前 処 理 さ れ た 配 列 を 示 す 。 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ Ｈ
Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １ 、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ ２
、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １
Ｂ 、 （ p２ ７ Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ Ａ
Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３
β 、 Ｇ Ｓ Ｔ Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １ 、
Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ umos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ Ｍ
Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ ２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ １
Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、
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Ｔ ubulin、 Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ Ｋ
４ 、 Ｈ umos、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ 。 こ れ ら の 配 列 は 、 現 時 点 で は 予 測 で き な い 、
例 え ば 、 マ イ ナ ー な 欠 失 及 び 多 形 性 に 限 定 さ れ な い 、 配 列 の 物 質 の 全 て の 小 さ い 変 化 を 含
む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ７ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ５ ３ ４ は Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ９ ５ ～
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ３ ８ ６ の 前 処 理 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド の 配 列 を 示 す 。
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： [＆ Ｉ Ｄ Ｏ Ｌ Ｉ Ｇ Ｏ Ｆ Ｉ Ｒ Ｓ Ｔ ]～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ は Ｓ
Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の Ｃ pＧ 位 置 の 解 析 に
有 用 な オ リ ゴ マ ー の 配 列 を 示 す 。
Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ １ １ ～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １ ２ ５ ８ は Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： １
～ Ｓ Ｅ Ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o． ： ７ ３ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の Ｃ pＧ 位 置 の 解 析 に 有 用 な オ リ ゴ マ ー の 配
列 を 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 １ 及 び ２ ： デ ジ タ ル フ ェ ノ タ イ プ
下 記 の 実 施 例 に お い て 、 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ が 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 患 者 か
ら 採 取 し た 試 料 で 行 な わ れ た 。 各 試 料 は Ｃ pＧ 位 置 の メ チ ル 化 状 態 を 推 論 す る た め に 、 下
記 の 実 施 例 １ で 述 べ ら れ る 方 法 で 処 理 さ れ 、 各 試 料 の メ チ ル 化 情 報 は 順 序 正 し く 纏 め ら れ
、 実 施 例 ２ で 詳 述 さ れ る よ う に 解 析 に 使 用 さ れ た 。 Ｃ pＧ の メ チ ル 化 状 態 の 両 解 析 方 法 は
、 更 に 、 実 施 例 ３ で 述 べ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
実 施 例 １
１ ７ Ａ Ｌ Ｌ 試 料 と ８ Ａ Ｍ Ｌ 試 料 が 全 て 含 ま れ て い る 。 ８ 人 の 健 常 ド ナ ー の Ｂ 細 胞 、 抗 Ｃ Ｄ
４ 及 び 抗 Ｃ Ｄ １ ９ 抗 体 に よ り 区 分 さ れ た Ｍ Ａ Ｃ Ｓ 、 が そ れ ぞ れ 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用
さ れ た 。 １ １ 個 の 遺 伝 子 が ラ ン ダ ム に 腫 瘍 形 成 に 関 与 す る 異 な る 経 路 を 示 す 遺 伝 子 の パ ネ
ル か ら 選 択 さ れ た 。 選 択 さ れ た １ １ の 遺 伝 子 の 内 の ２ 個 の 遺 伝 子 が Ｘ 染 色 体 上 に 存 在 し た
。 ８ １ Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 全 て が プ ロ モ ー タ ー の Ｃ pＧ リ ッ チ の 領 域 に 存 在 し 、 こ れ
ら の 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン 性 の 、 コ ー ド 化 配 列 は メ チ ル 化 状 態 を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
配 列 に つ い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 解 析 で 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 状 態 と 非 メ チ ル
化 状 態 を 特 異 的 に 区 別 す る た め に 、 全 試 料 の ト ー タ ル Ｄ Ｎ Ａ を 重 亜 硫 酸 塩 処 理 し 、 全 て の
非 メ チ ル 化 シ ト シ ン を ウ ラ シ ル に 変 換 し 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン は そ の ま ま と す る [M.Frommer
 et al.、 Proc Natl Acad Sci USA 89、 1827 (1992) ]。 関 心 の あ る 領 域 は 蛍 光 ラ ベ ル し
た プ ラ イ マ ー を 使 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ で 、 増 幅 し て 、 非 メ チ ル 化 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド が Ｔ Ｇ に
転 換 さ れ 、 メ チ ル 化 Ｃ pＧ サ イ ト は そ の ま ま 保 持 さ れ る 。 プ ラ イ マ ー は Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ
ッ ド を 含 ま な い Ｄ Ｎ Ａ 切 片 に 相 補 的 で あ る 。 こ れ は メ チ ル 化 、 非 メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 の 双
方 の 増 幅 を 一 反 応 で 公 平 に 行 な わ せ る 。 各 試 料 か ら 得 ら れ た 全 て の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 混 合 さ
れ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 、 各 Ｃ pＧ 位 置 毎 に 一 対 の 固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド へ 、 ハ イ
ブ リ ッ ド 化 さ れ る 。 こ れ ら 検 知 毎 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド は 、 当 初 か ら 非 メ チ ル 化 で あ る
（ Ｔ Ｇ ） か ま た は メ チ ル 化 で あ る （ Ｃ Ｇ ） か の 何 れ か で あ る 、 Ｃ pＧ サ イ ト 周 辺 の 重 亜 硫
酸 塩 で 変 換 さ れ た 配 列 へ と ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 は
、 Ｔ Ｇ ま た は Ｃ Ｇ の 変 化 体 の 間 の 差 異 で 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ッ ド の 検 知 が 容 易 な よ う に 、 選
択 さ れ た 。 二 つ の 信 号 比 は 蛍 光 信 号 の 強 さ の 比 較 に 基 づ き 計 算 さ れ た 。 メ チ ル 化 の 検 知 感
度 は 、 合 成 的 に メ チ ル 化 度 を ア ッ プ 及 び ダ ウ ン さ せ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 異 な る 混 合 比 の 混 合 物
を 使 用 し て 決 定 さ れ た 。 こ れ ら 混 合 物 に つ い て 、 一 連 の 実 験 は 、 テ ス ト さ れ る 各 Ｃ pＧ サ
イ ト に お け る メ チ ル 化 度 の 変 化 に 対 応 す る Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 の 範 囲 を 決 定 す る た め に 行 な わ れ
た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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第 一 段 階 で 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 プ ロ メ ガ 社 の ウ イ ザ ー ド キ ッ ト を 使 用 し て 、 細 胞 試 料 か ら
分 離 さ れ た 。
試 料 か ら 分 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 重 亜 硫 酸 塩 溶 液 （ 亜 硫 酸 水 素 塩 、 酸 性 亜 硫 酸 塩 ） を
使 用 し て 処 理 さ れ る 。 試 料 中 の 全 て の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン は チ ア ミ ジ ン に 、 逆 に 、 試 料 中
の ５ メ チ ル シ ト シ ン は 変 化 し な い で そ の ま ま 残 る よ う に 処 理 さ れ る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 重 亜
硫 酸 塩 処 理 は 、 A.Olek、 J.Oswald、 J. Walter、 Nucleic Acid Res. 24、  5064 (1996)に
記 載 の マ イ ナ ー な 変 化 に よ っ て 行 な わ れ た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 重 亜 硫 酸 塩 処 理 前 に 、 MssI（
Ｍ Ｂ Ｉ Fermentas、 St.Leon-Rot、 Germany） に よ っ て 処 理 さ れ る 。
処 理 さ れ た 核 酸 は 、 次 い で 、 一 反 応 あ た り 、 ８ 断 片 を Ｃ y５ 蛍 光 ラ ベ ル プ ラ イ マ ー で 増 幅
す る 多 重 Ｐ Ｃ Ｒ sに よ っ て 増 幅 さ れ る 。 使 用 さ れ る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 表 １ に 記 載 さ れ
、 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
重 亜 硫 酸 塩 処 理 さ れ た 、 部 類 予 測 及 び プ ラ イ マ ー の 発 見 に 使 用 さ れ る 、 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖
の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ク ラ ー ク 及 び フ ロ ン マ ー [S.J.Clark、 M.Frommer、 in Laboratory Metho
ds for the Detection of Mutations and Polymorphisms in DNA、 G.R.Taylored.(CRC Pr
ess Boca Raton 1997 ) ]の ガ イ ド ラ イ ン に よ っ て 行 な わ れ た 。 以 下 の 遺 伝 子 の Ｃ pＧ サ イ
ト が 解 析 さ れ た 。 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｂ Ｌ １ 、 Ａ Ｐ Ａ Ｆ １ 、 Ａ Ｐ Ｃ 、 Ａ Ｒ 、 Ａ Ｒ Ｈ Ｉ 、 Ｂ Ａ Ｋ １
、 Ｂ Ａ Ｘ 、 Ｂ Ｃ Ｌ ２ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ １ ０ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ８ 、 Ｃ Ａ Ｓ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｃ Ｎ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ 、
Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｈ ３ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ａ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｂ 、 （ p２ ７
Ｋ ip１ ） 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ １ Ｃ 、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ a、 Ｃ Ｄ Ｋ Ｎ ２ Ｂ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｋ １ 、 Ｅ
Ｇ Ｒ ４ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｅ Ｓ Ｒ １ 、 Ｆ Ｏ Ｓ 、 Ｇ Ｐ Ｉ b beta、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ７ 、 Ｇ Ｓ Ｋ ３ β 、 Ｇ Ｓ Ｔ
Ｐ １ 、 Ｈ Ｉ Ｃ -１ 、 Ｈ Ｏ Ｘ Ａ ５ 、 Ｉ Ｇ Ｆ ２ 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 Ｍ Ｇ Ｍ Ｔ 、 Ｍ Ｌ Ｈ １ 、 Ｍ Ｏ Ｓ 、 Ｈ u
mos、 Ｍ Ｐ Ｌ 、 Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｍ Ｙ Ｃ Ｌ １ 、 Ｍ Ｙ Ｏ Ｄ １ 、 Ｎ ３ ３ 、 Ｐ Ｉ Ｔ Ｘ ２ 、 Ｐ Ｍ Ｌ 、 Ｐ Ｍ Ｓ
２ 、 Ｐ Ｒ Ａ Ｍ Ｅ 、 Ｐ Ｔ Ｅ Ｎ 、 Ｒ Ｂ １ 、 Ｒ Ｂ Ｌ ２ 、 Ｓ Ｄ Ｃ ４ 、 Ｓ Ｆ Ｎ 、 Ｔ Ｃ Ｌ １ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ｆ
Ｂ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｐ ７ ３ 、 Ｗ Ｔ １ 、 Ｎ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｌ -Ｍ Ｙ Ｃ 、 Ｃ -Ａ Ｂ Ｌ 、 Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ｔ ubulin、
Ｃ Ｓ Ｆ １ 、 Ｃ Ｄ １ Ｒ ３ 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 、 Ｍ e４ ９ １ ／ Ｔ Ｄ ６ ３ 、 Ａ Ｒ 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 、 Ｈ umos
、 Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｙ Ｃ ex３ 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
１ ０ ngの Ｄ Ｎ Ａ が 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ と し て Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に 使 用 さ れ た 。 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ ２ ． ５ pmol
ま た は ４ ０ pmolの 各 プ ラ イ マ ー （ Ｃ y５ で ラ ベ ル さ れ た ） 、 ０ ． ５ ～ ２ Ｕ の Ｔ aqポ リ メ ラ
ー ゼ （ HotStar Taq、 Qiagen、 Hilden、 Germany） 及 び １ mＭ の dＮ Ｔ Ｐ sが 酵 素 を 添 加 さ れ
た 反 応 緩 衝 液 ト ー タ ル ２ ０ μ ｌ 中 で 培 養 さ れ た 。 酵 素 活 性 化 （ １ ５ 分 、 ９ ６ ℃ ） の 後 、 培
養 時 間 と 温 度 の 変 遷 は 、 ９ ５ ℃ 、 １ 分 に 続 い て ３ ４ サ イ ク ル [９ ５ ℃ 、 １ 分 ； ア ニ ー ル 温
度 で （ 補 遺 の 情 報 参 照 ） ４ ５ 秒 ； ７ ２ ℃ 、 ７ ５ 秒 ]及 び ７ ２ ℃ 、 １ ０ 分 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 更 な る 詳 細 は 表 ２ 参 照 。
各 試 料 か ら の 全 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 で 、 各 Ｃ pＧ 位 置 毎 に 、 解 析 に よ り 、 一
対 の 固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド へ 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る 。 こ れ ら 検 知 毎 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ッ ド は 、 当 初 か ら 非 メ チ ル 化 で あ る （ Ｔ Ｇ ） か ま た は メ チ ル 化 で あ る （ Ｃ Ｇ ） か の
何 れ か で あ る 、 Ｃ pＧ サ イ ト 周 辺 の 重 亜 硫 酸 塩 で 変 換 さ れ た 配 列 へ と ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ
る こ と が 示 さ れ た 。 使 用 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド の 更 な る 詳 細 は 表 ３
参 照 （ 情 報 と な る も の 及 び な ら な い も の ） 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 の 条 件 は 、 Ｔ Ｇ ま た は Ｃ Ｇ の
変 化 体 の 間 の 差 異 で 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ッ ド の 検 知 が 容 易 な よ う に 、 選 択 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
５ ’ 末 端 Ｃ ６ － ａ ｍ ｉ ｎ ｏ 変 性 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド が ４ 倍 還 元 液 で 、 活 性 化 ス ラ イ ド
ガ ラ ス 上 に ス ポ ッ ト 化 さ れ た [T.R.Golub et al.、 Science 286、 531（ 1999） ]。 解 析 さ れ
た 各 Ｃ pＧ 位 置 に つ い て 、 Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 状 態 を 反 映 す
る 、 二 つ の の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド 、 Ｎ ( 2 ～ 1 6 ) － Ｃ Ｇ － Ｎ ( 2 ～ 1 6 ) 及 び Ｎ ( 2 ～ 1 6 ) － Ｔ Ｇ
－ Ｎ ( 2 ～ 1 6 ) が グ ラ ス ア レ ー 上 に ス ポ ッ ト さ れ 、 固 定 さ れ る 。 ８ １ Ｃ pＧ サ イ ト を 示 す 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド マ イ ク ロ ア レ ー は 、 [D.Chen、 Z.Yan、 D.L.Cole、 G.S.Srivatsa、 Nucl
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eic Acids Res 27、 389 (1999) ]に 既 に 述 べ ら れ た よ う に 、 １ １ Ｃ y５ ラ ベ ル Ｐ Ｃ Ｒ 断 片
ま で の 組 み 合 わ せ に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た 。 続 い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た ス ラ
イ ド の 蛍 光 イ メ ー ジ が 、 GenePix４ ０ ０ ０ マ イ ク ロ ア レ ー ス キ ャ ナ （ Axon Instruments）
を 使 用 し て 得 ら れ た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 実 験 は 各 試 料 毎 に 少 な く と も ３ 回 繰 り 返 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
メ チ ル 化 の 検 知 方 法 の 感 度 は 、 合 成 的 に メ チ ル 化 度 を ア ッ プ 及 び ダ ウ ン さ せ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片
の 異 な る 混 合 比 の 混 合 物 を 使 用 し て 決 定 さ れ た 。 こ れ ら 混 合 物 に つ い て 、 一 連 の 実 験 は 、
テ ス ト さ れ る 各 Ｃ pＧ サ イ ト に お け る メ チ ル 化 度 の 変 化 に 対 応 す る Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 の 範 囲 を
決 定 す る た め に 行 な わ れ た 。 図 １ Ｂ に は 、 例 示 と し て 、 二 つ の Ｃ pＧ 位 置 が 、 ヒ ト 因 子 Ｖ
Ｉ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の エ ク ソ ン １ ４ に 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 個 々 の Ｃ pＧ サ イ ト の メ チ
ル 化 度 ３ ： ０ 、 ２ ： １ 、 １ ： ２ 及 び ０ ： ３ の 混 合 物 が 確 実 に 判 別 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
現 実 の デ ー タ に お け る 、 メ チ ル 化 の 検 知 を 実 証 す る た め に 、 二 つ の Ｘ 染 色 体 遺 伝 子 が 遺 伝
子 集 合 に 含 ま れ る 。 女 性 の 二 つ の Ｘ 染 色 体 の 一 つ が 、 メ チ ル 化 で 活 性 化 さ れ た か ら 、 男 性
の そ れ に 比 べ て 、 女 性 の Ｘ 染 色 体 遺 伝 子 の メ チ ル 化 度 が 高 い こ と が 期 待 で き る 。 図 ２ Ａ で
、 Ｃ pＧ sは 、 男 性 と 女 性 の メ チ ル 化 レ ベ ル の 差 異 の 大 き さ に 従 が っ て 、 順 位 付 け さ れ る 。
期 待 し た よ う に 、 Ｘ 染 色 体 遺 伝 子 （ Ｅ Ｌ Ｋ １ 、 Ａ Ｒ ） が 女 性 の メ チ ル 化 が 著 し く 高 い こ と
を 示 し て い る 。 こ れ は 、 こ の 方 法 が 正 確 に メ チ ル 化 を 検 知 し て い る こ と を 明 確 に 示 し て い
る 。
統 計 的 解 析
Support Vector Machines
【 ０ ０ ６ ７ 】
我 々 の 場 合 、 癌 の 分 類 の 仕 事 は 、 患 者 の メ チ ル 化 パ タ ー ン か ら 白 血 病 の 亜 類 型 （ Ａ Ｌ Ｌ ま
た は Ａ Ｍ Ｌ ） を 予 測 で き る 機 械 を 組 み 立 て る こ と か ら 成 る 。 患 者 の 試 料 毎 に 、 こ の パ タ ー
ン が 平 均 （ 各 ハ イ ブ リ ッ ド 化 実 験 は 最 低 限 度 ３ 回 反 復 さ れ 、 そ の 結 果 の 平 均 値 ） log[８ １
Ｃ pＧ 位 置 の Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 ]の ベ ク タ ー と し て 与 え ら れ る 。 与 え ら れ た 訓 練 試 料 の 集 合 に 基
づ い て 、 Ｘ ＝ {x i ： x i iR n }既 知 の 診 断 Ｙ ＝ {y i y i i(Ａ Ｌ Ｌ 、 Ａ Ｍ Ｌ )}で 、 判 別 函 数 f：
　
　
こ こ で nは Ｃ pＧ sの 数 、 修 得 さ れ な け れ ば な ら な い 。 訓 練 集 合 {Ｘ 、 Ｙ }の 分 類 ミ ス の 数 ｆ
は 訓 練 エ ラ ー と い い 、 通 常 は 訓 練 時 の 練 習 機 に よ っ て 、 最 小 限 度 に な る 。 し か し 、 現 実 の
関 心 事 は 練 習 機 の 、 従 来 未 知 の 試 料 に つ い て の 部 類 予 測 能 力 、 所 謂 、 練 習 機 の 普 遍 化 性 能
で あ る 。 こ の 性 能 は 、 通 常 、 独 立 の 試 験 集 合 {Ｘ 1 、 Ｙ 1 }の 分 類 ミ ス の 数 で あ る 試 験 エ ラ ー
に よ っ て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
良 好 な 普 遍 化 性 能 を 有 す る 練 習 機 の 訓 練 の 大 き な 問 題 点 は 、 一 方 で 、 必 須 の 性 質 で あ る 、
デ ー タ 分 配 を 充 分 に 取 り 込 む こ と で あ り 、 他 方 で デ ー タ の 取 り 込 み す ぎ を 回 避 す る こ と で
あ る 。 Support Vector Machines（ Ｓ Ｖ Ｍ ） は 、 訓 練 デ ー タ を 区 分 し 、 訓 練 集 合 の 最 も 近
い ポ イ ン ト へ の 距 離 を 最 大 化 す る 線 形 判 別 を 構 成 す る こ と に よ っ て 、 こ の 問 題 点 の 解 決 を
試 み る 。 こ の 超 平 面 を 区 分 す る 最 大 マ ー ジ ン は 訓 練 集 合 の 最 小 包 含 球 の 半 径 の 比 及 び 超 平
面 と 訓 練 ポ イ ン ト の 間 の マ ー ジ ン を 最 小 に す る 。 こ れ は 試 験 エ ラ ー の 期 待 値 へ の 所 謂 半 径
マ ー ジ ン 範 囲 を 最 小 に す る こ と に 対 応 し 、 且 つ 、 良 好 な 普 遍 化 性 能 を 約 束 す る [Vapnik V.
 Statistical Learning Theory. Wiley、 New York (1998) ]。
【 ０ ０ ６ ９ 】
勿 論 、 分 類 ラ ベ ル y i 、 特 徴 x i 間 の 依 存 性 が 線 形 で な く 、 訓 練 集 合 が 超 平 面 で 分 類 で き な い
な ど の よ り 複 雑 な 分 類 問 題 が あ る 。 非 線 形 判 別 函 数 を 許 容 す る た め に 、 イ ン プ ッ ト ス ペ ー
ス が 潜 在 的 に よ り 高 い デ ィ メ ン ジ ョ ン 特 徴 ス ペ ー ス に 写 像 函 数 Ｆ ：
　
　
に よ っ て 非 線 型 的 に 写 像 さ れ 得 る 。 そ の 二 元 公 式 に よ る Ｓ Ｖ Ｍ 計 算 法 は イ ン プ ッ ト ス ペ ー
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ス の 要 因 間 の 内 的 産 物 に の み 使 用 す る の で 、 カ ー ネ ル 函 数 Ｋ （ x i 、 x j ） ＝ ＜ Ｆ （ x） Ｆ （ x
j ） ＞ の 知 識 は Ｓ Ｖ Ｍ を 訓 練 す る の に 充 分 で あ る 。 写 像 函 数 Ｆ 及 び 非 線 形 Ｓ Ｖ Ｍ が カ ー ネ
ル 函 数 の み を 使 用 し た 計 算 で 、 効 果 的 に 訓 練 で き る か を 知 る 必 要 は な い 。 こ こ で は 、 我 々
は 線 形 カ ー ネ ル Ｋ （ x i 、 x j ） ＝ ＜ x i 、 x j ＞ 及 び ２ 次 線 形 カ ー ネ ル Ｋ （ x i 、 x j ） ＝ （ ＜ x i x j

＞ ＋ １ ） 2 ２ の み を 使 用 す る 。 次 の セ ク シ ョ ン で 、 種 々 の 特 徴 の 集 合 で 訓 練 し た Ｓ Ｖ Ｍ sを
比 較 す る 。 こ れ ら Ｓ Ｖ Ｍ sの 予 測 性 能 を 評 価 す る た め に 、 我 々 は cross-validation method
を 使 用 し た [Bishop、 C.M.“ Neural networks for pattern recognition.”  Oxford Unive
rsity Press、 New York（ 1995） ]。 分 類 に 際 し て 、 試 料 が ほ ぼ 大 き さ の 同 じ ８ 群 に 分 け ら
れ た 。 次 い で 、 Ｓ Ｖ Ｍ が 一 群 の 試 験 試 料 に つ い て 、 他 の 七 群 を 使 用 し て 訓 練 し た 後 、 部 類
を 予 測 し た 。 ミ ス 分 類 の 数 が 、 試 験 群 の 全 て の 可 能 な 選 択 に つ い て ８ 回 を 超 え る Ｓ Ｖ Ｍ 計
算 法 で 計 算 さ れ た 。 試 験 エ ラ ー に つ い て の 信 頼 性 の あ る 評 価 を 得 る た め に 、 ミ ス 分 類 の 数
が 、 ８ 群 の 試 料 の ５ ０ を 超 え る 種 々 の 分 割 が 平 均 さ れ た 。
特 徴 の 選 択
【 ０ ０ ７ ０ 】
我 々 の メ チ ル 化 デ ー タ へ Ｓ Ｖ Ｍ を 適 用 す る 最 も 簡 単 な 方 法 は 、 各 Ｃ pＧ 位 置 を 分 け ら れ た
デ ィ メ ン ジ ョ ン と し て 使 用 し 、 同 じ 遺 伝 子 か ら Ｃ pＧ サ イ ト の 相 互 依 存 に つ い て は 仮 定 を
し な い こ と で あ る 。 白 血 病 に つ い て の 下 位 分 類 で は 、 線 形 カ ー ネ ル で 、 ８ １ の デ ィ メ ン ジ
ョ ン イ ン プ ッ ト ス ペ ー ス で 訓 練 し た Ｓ Ｖ Ｍ は 、 平 均 試 験 エ ラ ー １ ６ ％ で あ っ た 。 ２ 次 カ ー
ネ ル の 使 用 で は 、 そ の 結 果 に 目 だ っ た 改 善 は み ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
こ の 比 較 的 不 十 分 な 性 能 に つ い て の 明 確 な 説 明 は 、 我 々 は ８ １ デ ィ メ ン ジ ョ ン ス ペ ー ス で
僅 か ２ ５ デ ー タ ポ イ ン ト （ 訓 練 集 合 で は 少 な い ） の み を 有 し て い る こ と で あ る 。 こ れ ら の
条 件 下 で の 、 分 れ た 超 平 面 の 所 見 は 著 し く 、 決 断 し 難 い 問 題 で あ る 。 マ ー ジ ン を 最 大 化 す
る Ｓ Ｖ Ｍ 技 術 が 、 最 適 の 普 遍 化 性 能 を 備 え た 解 決 策 を 見 出 す に は 不 充 分 で あ る こ と が 解 る
。 分 類 に 関 連 す る 情 報 を 維 持 す る 間 、 イ ン プ ッ ト ス ペ ー ス の デ ィ メ ン ジ ョ ン を 減 少 さ せ る
こ と が 必 要 で あ る 。 少 数 の Ｃ pＧ 位 置 だ け が 、 二 つ の 亜 類 の 白 血 病 に 結 合 す る と 期 待 さ れ
得 る か ら 、 こ れ が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
多 分 、 デ ィ メ ン ジ ョ ン を 減 少 さ せ る 最 も ポ ピ ュ ラ ー な 方 法 は 、 プ リ ン シ プ ル コ ン ポ ー ネ ン
ト ア ナ リ シ ス （ Ｐ Ｃ Ａ ） で あ る [Bishop、 C.M.Neural networks for pattern recognition
 Oxford University Press、 New York（ 1995） ]。 集 合 Ｘ の 訓 練 に は 、 Ｐ Ｃ Ａ が 、 最 大 変
化 方 向 に 対 応 す る 直 交 ベ ク タ ー の 集 合 （ プ リ ン シ プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト ） を 構 成 す る 。 Ｘ の
最 初 の kプ リ ン シ プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト へ の 投 影 は 、 kデ ィ メ ン ジ ョ ン 直 交 サ ブ ス ペ ー ス に お
い て 、 ２ 平 均 最 適 画 像 を 与 え る 。 こ の 投 影 は 分 類 情 報 Ｙ を 明 確 に 使 用 し て い な い か ら 、 Ｐ
Ｃ Ａ は 管 理 さ れ な い 修 得 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
Ｓ Ｖ Ｍ の イ ン プ ッ ト ス ペ ー ス の デ ィ メ ン ジ ョ ン を 縮 小 す る た め に 、 我 々 は 結 合 訓 練 及 び 試
験 集 合 {Ｘ 、 Ｘ 1 }で 行 い 、 両 集 合 を 最 初 の kプ リ ン シ プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト へ 投 影 し た 。 こ れ
は 、 訓 練 集 合 Ｘ へ Ｐ Ｃ Ａ が 行 な っ た も の よ り も 、 か な り 良 好 な 成 績 を 与 え 、 そ し て こ れ は
ラ ベ ル さ れ な い 情 報 が 使 用 さ れ て い る 事 実 に よ っ て 正 し い と 認 め ら れ る 。 し か し 、 k＝ ２
、 ５ の 普 遍 性 の 成 績 は 、 特 徴 選 別 な し の Ｓ Ｖ Ｍ よ り も 一 層 悪 か っ た 。 こ の 理 由 は 、 Ｐ Ｃ Ａ
が 、 Ａ Ｌ Ｌ と Ａ Ｍ Ｌ の 間 の 判 別 に と っ て 重 要 な 特 徴 を 抽 出 す る 必 要 が な い こ と で あ る 。 こ
の 場 合 、 細 胞 系 及 び 、 例 え ば 、 分 類 作 業 に 関 与 し な い サ ブ グ ル ー プ で あ る 、 患 者 の 主 要 な
組 織 （ 図 ４ 、 右 。 第 ２ 行 参 照 ） の 間 を 判 別 す る 最 も 変 化 に 富 ん だ 特 徴 を 先 ず 選 択 す る 。 図
６ に 示 さ れ る よ う に 、 ６ 個 の 特 徴 が 単 に 、 第 ９ の プ リ ン シ プ ル コ ン ポ ー ネ ン ト に 現 わ れ る
白 血 病 の 下 位 分 類 に 関 す る 情 報 を 与 え る 。 第 ９ の コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 む 普 遍 化 性 能 は 、 特
徴 選 別 な し の Ｓ Ｖ Ｍ よ り も は る か に 良 好 で あ る 。 し か し 、 訓 練 集 合 の 分 類 ラ ベ ル を 考 慮 し
て い る 、 管 理 さ れ た 特 徴 選 別 法 は 、 よ り 信 頼 性 が あ り 、 良 好 な 普 遍 化 を 与 え る こ と が 明 確
に 解 る 。 図 ４ Ａ は 、 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 に 従 が っ た ベ ス ト ２ ０ の Ｃ pＧ の メ チ ル 化 プ ロ フ ィ
ー ル を 示 す 。
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フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 及 び t試 験
【 ０ ０ ７ ４ 】
二 つ の 分 類 間 の 選 別 度 を 評 価 す る 標 準 的 基 準 に は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 が 挙 げ ら れ る [Bishop
、 C.M.、 “ Neural networks for pattern recognition.” Oxord University Press、 NewY
ork(1995)]。 我 々 の 場 合 、 k番 目 の Ｃ pＧ の 判 別 力 が 、 （ m k ）

A L L / A M L を 意 味 し 、 （ s k ）
A L L

/ A M L は y i =Ａ Ｌ Ｌ ／ Ａ Ｍ Ｌ で の 全 て の （ ’ k ）
i の 標 準 偏 差 で あ る 。 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 は ２

部 類 が 部 類 変 化 に 比 較 し て 、 大 き く 異 な る Ｃ pＧ に 高 い ラ ン ク 付 け を 与 え る 。 非 常 に 類 似
し て い る 基 準 が 、 ゴ ル ブ と そ の 共 同 研 究 者 に よ っ て 、 彼 等 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 発 現
デ ー タ に 基 づ く Ａ Ｌ Ｌ ／ Ａ Ｍ Ｌ の 分 類 で 使 わ れ て い る [T.R.Golub et al.、 Science 286、
531 (1999)]。
【 ０ ０ ７ ５ 】
こ れ ら の 判 別 力 に よ る Ｃ pＧ ラ ン ク へ の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 部 類 の 有 意 差 を 計 算 す る た め
に 、 試 験 統 計 を 使 用 す る こ と で あ る 。 こ こ で 、 我 々 は 二 つ の 部 類 の 正 常 な 配 分 を 想 定 し 、
部 類 平 均 間 の 有 意 差 に 従 が っ て 、 [Mendenhall、 W.、 Sincich、 T.、 エ ン ジ ニ ア リ ン グ と 科
学 の 統 計 ] Ｃ pＧ sを ラ ン ク 付 け す る べ く 二 つ の 試 料 t試 験 を 使 用 し た 。 図 ４ （ 右 第 １ 行 ）
は 、 部 類 内 の 変 化 の 大 平 均 差 及 び 小 平 均 差 が 重 要 な 因 子 で あ る こ と か ら 、 フ ィ ッ シ ャ ー 基
準 に 非 常 に 類 似 し て い る ラ ン キ ン グ を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
分 類 性 能 を 改 善 す る た め に 、 我 々 は 、 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 ま た は t試 験 に 従 が っ て 、 最 高 の k
ラ ン ク の Ｃ pＧ sで Ｓ Ｖ Ｍ sを 訓 練 し た 。 図 ５ は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 か ら の ベ ス ト の ２ Ｃ pＧ s
で 訓 練 さ れ た Ｓ Ｖ Ｍ を 示 す 。 K＝ ２ 、 ５ で の エ ラ ー は 図 の 上 部 に 記 載 さ れ て い る 。 そ の 結
果 は 普 遍 化 性 能 に 、 劇 的 な 改 善 が 見 ら れ た こ と を 示 し て い る 。 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 を 特 徴 選
別 に 使 用 し た と こ ろ 、 特 徴 選 別 な し の Ｓ Ｖ Ｍ の 場 合 の １ ６ ％ に 比 較 し て 、 k＝ ５ 、 Ｃ pＧ s
試 験 エ ラ ー は ３ ％ に ま で 減 少 し た 。 図 ６ は 選 別 デ ィ メ ン ジ ョ ン kか ら の 普 遍 化 性 能 の 依 存
性 を 示 し 、 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 が 、 特 に 、 裏 付 け の あ る 小 さ い kの 良 好 な 普 遍 化 に 依 存 し な
い デ ィ メ ン ジ ョ ン を 与 え る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
前 記 二 つ の Ｃ pＧ ラ ン キ ン グ 法 が 非 常 に 良 好 な 普 遍 性 を 与 え た が 、 こ れ ら は 幾 つ か の 潜 在
的 な 欠 陥 を 有 し て い る 。 一 つ の 欠 陥 は 特 徴 と 部 類 ラ ベ ル の 間 の た っ た 線 形 従 属 性 の み を 検
知 で き る こ と で あ る 。 二 つ の Ｃ pＧ sの シ ン プ ル な Ｘ Ｏ Ｒ ま た は Ｏ Ｒ 結 合 さ え も 、 完 全 に 間
違 っ て い る 。 他 の 欠 陥 は 重 複 す る 特 徴 が 除 去 さ れ な い こ と で あ る 。 我 々 の 場 合 、 高 い メ チ
ル 化 の 可 能 性 を 有 す る 同 一 の 遺 伝 子 の 幾 つ か の Ｃ pＧ sが 通 常 存 在 す る 。 こ れ は 、 必 ず 同 じ
情 報 を 齎 す ハ イ ラ ン ク の 特 徴 の 大 き な 集 合 と な り 得 る 。 前 記 問 題 点 が 我 々 の デ ー タ 集 合 に
出 現 し な い と い う 、 良 好 な 結 果 で あ る が 、 こ れ ら は 慎 重 に 考 慮 さ れ な け れ ば な ら な い 。
逆 行 消 去
【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｐ Ｃ Ａ 、 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 及 び t試 験 は 、 現 実 に 分 類 さ れ 、 そ れ 故 に 、 フ ィ ル タ ー 法 と 呼
ば れ る 、 訓 練 機 に 依 存 し な い 特 徴 を 構 築 し 、 ラ ン ク 付 け を 行 な う [Blum、 A.、 Langley、 P.
訓 練 機 に お い て 関 与 す る 特 徴 及 び 実 例 の 選 択 。 Artificial Intelligence 97、 245～ 271（
1997） ]。 他 の ア プ ロ ー チ は 訓 練 機 自 体 を 特 徴 選 別 に 使 用 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 技 術
は 、 ラ ッ パ ー 法 （ Wrapper Methods） と 呼 ば れ 、 機 械 の 普 遍 化 能 力 に と っ て 重 要 な 特 徴 の
同 定 を 試 み る 技 術 で あ る 。 こ こ で 我 々 は 、 シ ン プ ル な 近 似 法 と し て の 、 訓 練 エ ラ ー を 低 く
抑 え る た め に 重 要 な 特 徴 を 使 用 す る こ と を 提 案 す る 。 線 形 カ ー ネ ル を 伴 う Ｓ Ｖ Ｍ の 場 合 は
、 こ れ ら 特 徴 は 選 別 超 平 面 の 正 常 ベ ク タ ー ｗ を 調 べ る こ と に よ っ て 、 容 易 に 同 定 で き る 。
特 徴 基 準 の ベ ク タ ー と 正 常 ベ ク タ ー の 間 の ア ン グ ル が 小 さ け れ ば 小 さ い ほ ど 、 選 別 の た め
の 特 徴 は 益 々 重 要 に な る 。 正 常 ベ ク タ ー に 直 交 す る 特 徴 は 判 別 に は 全 く 影 響 し な い 。 こ れ
は 、 特 徴 ラ ン キ ン グ は 正 常 ベ ク タ ー （ w k ）

2 の コ ン ポ ー ネ ン ト に よ っ て 、 容 易 に 与 え ら れ
る こ と を 意 味 す る 。 勿 論 こ の ラ ン キ ン グ は 、 完 全 な 特 徴 集 合 の Ｓ Ｖ Ｍ 解 法 が 、 我 々 が 前 記
サ ブ 選 別 で 示 し た 最 適 な も の に ほ ど 遠 い か ら 、 そ れ ほ ど 現 実 的 な も の で は な い 。 単 純 な 帰
納 は 、 最 小 の （ w k ）

2 を 有 す る 特 徴 が 解 決 に と っ て は 、 現 実 に 重 要 で は な く 、 特 徴 集 合 か

10

20

30

40

50

(20) JP 2004-528837 A 2004.9.24



ら 安 全 に 除 去 で き る こ と を 想 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
そ し て 、 Ｓ Ｖ Ｍ は 縮 小 し た 特 徴 集 合 で 再 訓 練 で き 、 そ の 方 法 は 特 徴 集 合 が 空 に な る ま で 繰
り 返 さ れ る 。 こ の よ う な 継 続 的 な 特 徴 の 移 動 は 、 逆 行 消 去 と 呼 ば れ る 。 [Blum、 A.、 Langl
ey、 P.訓 練 機 に お い て 関 与 す る 特 徴 及 び 実 例 の 選 択 。 Artificial Intelligence 97、 245
～ 271（ 1997） ]。 我 々 の デ ー タ 集 合 に 示 さ れ る Ｃ pＧ ラ ン キ ン グ は 図 ４ Ｄ に 示 さ れ 、 フ ィ
ッ シ ャ ー 基 準 及 び t試 験 ラ ン キ ン グ と は か な り 異 な る 。 逆 行 消 去 は 余 分 な 特 徴 を 除 去 で き
る よ う に 見 え る 。 し か し 、 図 の 上 方 及 び 図 ６ で 示 さ れ る よ う に 、 普 遍 化 成 績 は フ ィ ッ シ ャ
ー 基 準 の そ れ よ り も 、 良 く な い 。 そ の 上 、 逆 行 消 去 は 、 よ り デ ィ メ ン ジ ョ ン 依 存 す る よ う
に 見 て と れ 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 使 用 は よ り 経 費 高 に な る 。 次 い で 、 少 な く と も 、 こ の デ ー タ
集 合 に と っ て 、 シ ン プ ル な フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 は 好 ま し い 特 徴 選 別 技 術 で あ る こ と が 言 え る
こ と を 付 け 加 え る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
特 徴 選 別 の ラ ッ パ ー 法 を 構 築 す る 標 準 的 方 法 は 、 各 可 能 な 特 徴 部 分 集 合 毎 に 、 訓 練 機 の 普
遍 化 性 能 を 評 価 す る こ と で あ る 。 訓 練 集 合 に お け る 交 差 検 証 は 、 与 え ら れ た 特 徴 集 合 に お
け る 機 械 の 普 遍 化 を 評 価 す る こ と に 使 用 で き る 。 特 徴 ス ペ ー ス の 徹 底 的 な 探 索 を 現 実 に は
実 行 不 能 に す る も の は 、 異 な る 特 徴 の 組 み 合 わ せ が 、 ２ n と い う 巨 大 な 数 に な り 、 よ り 効
果 的 に 、 特 徴 ス ペ ー ス を 帰 納 的 に 探 索 す る 多 数 の ケ ー ス が あ る （ 例 え ば 、 逆 行 消 去 ） [Blu
m、 A.、 Langley、 P.訓 練 機 に お い て 関 与 す る 特 徴 及 び 実 例 の 選 択 。 Artificial Intellige
nce 97、 245～ 271（ 1997） ]。
【 ０ ０ ８ １ 】
こ こ で 、 我 々 は 、 我 々 の デ ー タ 集 合 に お け る 特 徴 と 部 類 ラ ベ ル の 間 に 高 度 に 優 れ た 関 係 が
存 在 す る こ と を 示 し た い 。 こ れ を 実 行 す る た め に 、 特 徴 の 二 つ の 組 み 合 わ せ の ス ペ ー ス を
徹 底 的 に 探 索 し た 。 ３ ２ ４ ０ か ら の 二 つ の Ｃ pＧ の 組 合 わ せ に つ い て 、 k＝ ２ Ｃ pＧ s同 時 、
繰 り 返 し な し 、 全 体 か ら n＝ ８ １ Ｃ pＧ s、 我 々 は 、 Ｓ Ｖ Ｍ の 、 一 つ だ け 止 め る 、 交 差 確 認
エ ラ ー を ２ 次 カ ー ネ ル で 訓 練 集 合 に つ い て 計 算 し た 。 最 小 交 差 確 認 エ ラ ー の 全 Ｃ pＧ ペ ア
か ら 、 我 々 は 最 小 半 径 マ ー ジ ン 比 の 一 つ を 選 択 し た 。 こ の ペ ア は 最 適 特 徴 の 組 合 わ せ と 見
な さ れ 、 試 験 集 合 に お け る Ｓ Ｖ Ｍ の 普 遍 化 性 能 の 評 価 に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
徹 底 し た 探 索 法 に お け る 平 均 試 験 エ ラ ー は 二 つ の 特 徴 と ２ 次 カ ー ネ ル の 場 合 に お け る フ ィ
ッ シ ャ ー 基 準 に お け る そ れ と 同 じ で ６ ％ で あ っ た 。 ５ つ の 特 徴 に お い て 徹 底 し た 計 算 は 既
に 不 可 能 で あ る 。 交 差 検 証 試 行 の 絶 対 多 数 で は 、 徹 底 し た 探 索 と フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 に よ り
選 択 さ れ た Ｃ pＧ sは 同 じ で あ っ た 。 若 干 例 で は 、 次 善 の Ｃ pＧ sが 徹 底 し た 探 索 法 で 選 択 さ
れ た 。 こ れ ら の 成 績 は Ａ Ｌ Ｌ ／ Ａ Ｍ Ｌ 判 別 に と っ て 重 要 な 我 々 の デ ー タ 集 合 に お け る 高 度
の 特 徴 の 組 み 合 わ せ は 存 在 し な い こ と を 明 瞭 に 示 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 ２
実 施 例 １ で 得 ら れ た デ ー タ は 、 病 気 の 、 ま た は 健 全 な 造 血 細 胞 の ２ 部 類 の 間 の Ｃ pＧ メ チ
ル 化 度 の 差 異 に 従 が っ て 、 ラ ン ク 付 け し た マ ト リ ッ ク ス （ 図 ３ ～ ８ ） へ と ア ル ゴ リ ズ ム を
使 っ て 分 類 さ れ た 。 最 も 重 要 な Ｃ pＧ 位 置 は マ ト リ ッ ク ス の ボ ト ム か ら 急 速 に ト ッ プ へ と
減 少 す る 。 マ ト リ ッ ク ス の 右 側 で 、 個 々 の Ｃ pＧ 位 置 の p値 が 示 さ れ て い る 。 p値 は デ ー タ
集 合 の チ ャ ン ス に よ っ て 生 じ る 、 見 取 ら れ る 分 布 の 確 率 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
前 記 で 議 論 し た よ う に 、 選 択 さ れ た 弁 別 の た め に 、 我 々 は ア ル ゴ リ ズ ム （ support vector
 machine、 SVM） 修 得 に つ い て 訓 練 し た 。 Ｓ Ｖ Ｍ [F Model、 P.Adorjan、 A. Olek、 C. Piep
enbrock、 癌 の 分 類 に 基 づ く Ｄ Ｎ Ａ メ チ ル 化 の 特 徴 選 別 。 2001 Jun;17 増 補 版 1:S157～ 164
]は 与 え ら れ た 訓 練 試 料 の 二 部 類 間 の 最 適 判 別 を 構 成 す る 。 こ の 場 合 、 各 試 料 は 調 べ ら れ
る Ｃ pＧ サ イ ト の メ チ ル 化 パ タ ー ン （ Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 ） に よ っ て 記 述 さ れ る 。 Ｓ Ｖ Ｍ は 付 属
の 診 断 で 提 示 さ れ る 各 部 類 の 試 料 の 部 分 集 合 に つ い て 訓 練 さ れ る 。 診 断 が 訓 練 時 に 創 出 さ
れ た 予 測 に 基 づ い て 、 正 確 に 予 測 さ れ た な ら ば 、 Ｓ Ｖ Ｍ に 示 さ れ て い な い 、 独 立 し た 試 験
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試 料 は 、 そ の 際 、 評 価 す る べ く 提 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
交 差 検 証 法 は Ｓ Ｖ Ｍ の 予 測 性 能 を 評 価 す る た め に 使 用 さ れ た [C.M.Bishop、 “ Neural netw
orks for pattern recognition.” Oxord University Press、 New York(1995)]。 各 分 類 作
業 に つ い て 、 試 料 が ほ ぼ 同 じ サ イ ズ 毎 の ８ 群 に 細 分 さ れ た 。 次 い で 、 Ｓ Ｖ Ｍ が 、 他 の ７ 群
を 使 用 し た 訓 練 の 後 に 、 一 群 の 試 験 試 料 に つ い て 部 類 を 予 測 し た 。 試 験 群 の 全 て の 可 能 な
選 択 に つ い て 、 Ｓ Ｖ Ｍ ア ル ゴ リ ズ ム の ８ 回 の 操 作 に 亘 っ て 、 ミ ス 分 類 の 数 が 測 定 さ れ た 。
試 験 エ ラ ー に つ い て 信 頼 で き る 評 価 を 得 る た め 、 例 え ば 、 以 前 の 未 知 試 料 の ミ ス 分 類 の 確
率 、 ミ ス 分 類 の 数 が 、 ８ 群 の 試 料 の １ ０ の 異 な る 細 分 化 体 に 亘 っ て 平 均 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
Ｓ Ｖ Ｍ は 、 健 全 な Ｃ Ｄ １ ９ ＋ Ｂ 細 胞 及 び Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 、 及 び Ｔ 及 び Ｂ 細 胞 白 血 病 （ 両 患
者 の 試 料 及 び 細 胞 系 か ら ） の 間 の 差 異 を 確 認 で き る よ う に 訓 練 さ れ る 。 試 料 は 最 も 情 報 に
富 ん だ 二 つ の Ｃ pＧ 位 置 を 使 用 し て 、 １ ５ ％ 試 験 エ ラ ー に よ っ て 分 類 さ れ る 。 ５ ４ Ｃ pＧ 位
置 を 試 験 に 供 し た 内 容 で 、 試 験 エ ラ ー は 、 ４ %ま で 、 著 し く 減 少 し た 。 個 々 の Ｃ pＧ サ イ ト
は そ れ ら の 、 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ー ン の 決 定 に 対 す る 寄 与 度 に よ っ て ラ ン ク 付 け さ れ る
。 こ の マ シ ー ン は 、 健 全 な Ｔ 及 び Ｂ 細 胞 、 及 び Ａ Ｌ Ｌ 間 の 決 定 は 、 主 と し て Ｃ Ｄ Ｋ ４ 遺 伝
子 の イ ン ト ロ ン １ に 存 在 す る Ｃ pＧ サ イ ト 及 び 腫 瘍 遺 伝 子 c－ Ｍ Ｏ Ｓ の コ ー ド 化 配 列 に 基 づ
く こ と 、 だ が 、 他 の 遺 伝 子 の 規 制 領 域 に 存 在 す る Ｃ pＧ サ イ ト が 大 き く 貢 献 す る こ と を 示
し て い る （ 表 １ 及 び 図 ２ Ｂ 及 び ２ Ｃ ） 。 健 全 な 群 に 比 較 し て 、 腫 瘍 細 胞 は 一 貫 し て 、 こ れ
ら 特 別 な 、 Ｃ pＧ サ イ ト が 比 較 的 過 メ チ ル 化 状 態 に あ る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 分 類 は
Ａ Ｌ Ｌ 患 者 試 料 及 び 健 全 な ド ナ ー Ｂ 及 び Ｔ 細 胞 の 間 で 、 二 つ の Ｃ pＧ 位 置 を 使 用 し て 、 試
験 エ ラ ー が た っ た １ ３ ％ で 、 行 な う こ と が で き る 。 こ の 低 デ ィ メ ン ジ ョ ン の 分 類 は 、 両 者
と も Ａ Ｌ Ｌ 患 者 に お い て 過 メ チ ル 化 状 態 に あ る と こ ろ の 、 Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ 及 び Ｃ Ｄ Ｃ ２ ５ Ａ
か ら の 、 Ｃ pＧ サ イ ト の メ チ ル 化 状 態 に 基 づ い て い る 。 試 験 エ ラ ー は 、 ト ー タ ル ３ １ の 分
類 に 使 用 す る Ｃ pＧ 位 置 の 数 を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 ５ ％ に ま で 改 善 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
次 ぎ の ス テ ッ プ で 、 我 々 は 、 白 血 病 の 二 つ の 部 類 を 明 ら か に す る こ と を 試 み る 。 サ ポ ー ト
ベ ク タ ー マ シ ー ン に は 最 初 に 部 類 情 報 が 付 加 さ れ た 、 Ａ Ｍ Ｌ 及 び Ａ Ｌ Ｌ 試 料 の 訓 練 集 合 が
提 示 さ れ る （ 両 患 者 の 試 料 及 び 細 胞 系 か ら ） 。 予 め 含 ま れ な か っ た 試 料 は 、 そ の と き 、 二
つ の Ｃ pＧ 位 置 を 使 用 し た と き 、 試 験 エ ラ ー が ５ %で あ る 部 類 の 一 つ に 分 類 さ れ る 。 こ の 場
合 の 最 適 Ｃ pＧ サ イ ト 数 は ６ と 計 算 さ れ 、 試 験 エ ラ ー は た っ た の １ ％ に ま で 減 少 す る （ 表
１ 及 び 図 ３ Ｂ ） 。 最 も 情 報 に 富 ん だ Ｃ pＧ サ イ ト は 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン １ 及 び
Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 し た 。 こ れ ら サ イ ト の 全 般 的 メ チ ル 化 度 は Ａ Ｌ Ｌ
が Ａ Ｍ Ｌ 細 胞 よ り も 再 生 的 に 高 か っ た 。 し か し 、 こ の 特 別 な 決 定 に 情 報 を 与 え る 、 Ｃ Ｄ Ｋ
４ 遺 伝 子 に お け る Ｃ pＧ サ イ ト は 、 Ａ Ｌ Ｌ 及 び 健 全 な リ ン パ 球 の 間 を 区 別 す る 同 じ 遺 伝 子
に お け る そ れ と は 異 な る 。 こ れ は 一 ク ラ ス タ ー 内 の 異 な る Ｃ pＧ サ イ ト が 、 フ ェ ノ タ イ プ
の 異 な る ア ス ペ ク ト で 、 潜 在 的 に 質 問 に 応 答 す る 、 異 な る Ｃ pＧ サ イ ト 内 で 、 情 報 を 与 え
る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
幾 つ か の 組 織 特 異 性 遺 伝 子 の Ｃ pＧ 島 が 細 胞 系 で メ チ ル 化 さ れ る 証 拠 が あ る [F. Antequera
、  J.Boyes、 A. Bird、 Cell 62、 503 (1990)]。 前 記 分 類 が 疾 病 に よ る 特 異 的 変 化 に お け
る よ り も 、 細 胞 系 の 特 異 的 人 為 構 造 に 基 づ く こ と は あ り 得 な い と す る こ と が 重 要 で あ る 。
だ か ら 、 我 々 は 白 血 病 細 胞 系 を 一 群 と し 、 先 ず 白 血 病 試 料 を 他 の 部 類 に し た 。 分 類 は ２ Ｃ
pＧ 位 置 に 基 づ い て は 試 験 エ ラ ー ２ ８ ％ で 可 能 で あ り 、 ３ ０ Ｃ pＧ サ イ ト を 使 用 し た と き 、
１ ２ %で 可 能 で あ っ た 。 重 要 な こ と は 、 こ の 区 別 に 最 も 寄 与 す る Ｃ pＧ サ イ ト は 初 期 の 如 何
な る 分 類 に お い て も 、 単 に 、 特 異 的 マ ー カ ー で あ る 細 胞 系 に 基 づ く 場 合 を 除 い て 、 情 報 に
富 ん で は い な か っ た こ と で あ る 。 こ の 知 見 が 、 我 々 が 健 全 な Ｔ 細 胞 と Ｔ － Ａ Ｌ Ｌ 細 胞 系 の
間 の 疾 病 に よ る 特 異 的 メ チ ル 化 の 差 異 を 明 ら か に す る こ と を 可 能 に さ せ た 。 分 類 は 細 胞 系
と 非 細 胞 系 を 区 別 で き な い 二 つ の Ｃ pＧ 位 置 に 基 づ け ば 、 試 験 エ ラ ー ０ ％ で 行 な わ れ る 。
重 要 な Ｃ pＧ サ イ ト は c－ Ｍ Ｏ Ｓ 遺 伝 子 の コ ー ド 化 配 列 に 存 在 す る （ 表 １ ） 。 結 論 は 、 我 々
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の 成 績 は 、 細 胞 系 の 特 異 的 メ チ ル 化 変 化 の 発 生 を 確 認 す る け れ ど も 、 こ れ ら は 腫 瘍 タ イ プ
の 分 類 を 妨 げ な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
図 ７ は 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間 の 差 別 化 に 使 用 す る パ ネ ル か ら の 遺 伝
子 の 選 別 の 使 用 を 示 す 。 最 も 重 要 な 二 つ の Ｃ pＧ 位 置 を 使 用 し た 時 、 試 験 エ ラ ー は ５ ％ と
計 算 さ れ た 。 こ の 場 合 の Ｃ pＧ サ イ ト の 最 適 数 は 計 算 に よ れ ば ６ で あ り 、 試 験 エ ラ ー は １
％ に ま で 減 少 し た 。 最 も 情 報 に 富 ん だ Ｃ pＧ サ イ ト は 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 遺 伝 子 の イ ン ト ロ ン １ 及
び Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に 存 在 し た 。
こ れ ら サ イ ト の 全 般 的 メ チ ル 化 度 は Ａ Ｌ Ｌ が Ａ Ｍ Ｌ 細 胞 よ り も 再 生 的 に 高 か っ た 。 し か し
、 こ の 特 別 な 決 定 に 情 報 を 与 え る 、 Ｃ Ｄ Ｋ ４ 遺 伝 子 に お け る Ｃ pＧ サ イ ト は 、 Ａ Ｌ Ｌ 及 び
健 全 な リ ン パ 球 の 間 を 区 別 す る 同 じ 遺 伝 子 に お け る 、 そ れ と は 異 な る 。 こ れ は 一 ク ラ ス タ
ー 内 の 異 な る Ｃ pＧ サ イ ト が 、 フ ェ ノ タ イ プ の 異 な る ア ス ペ ク ト で 、 潜 在 的 に 質 問 に 応 答
す る 、 異 な る Ｃ pＧ サ イ ト 内 で 、 情 報 を 与 え る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
図 ８ は 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間 の 差 別 化 に 使 用 す る パ ネ ル か ら の 遺 伝
子 の 二 者 択 一 的 選 別 の 使 用 を 示 す 。 こ の 場 合 、 試 験 エ ラ ー は １ ６ ． ３ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
全 て の 部 類 の 分 類 の 成 績 は 、 試 験 エ ラ ー 、 安 全 性 及 び 再 現 性 に 関 し て 、 ア ッ セ イ に 基 づ く
メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ に 比 肩 し 得 る 。 し か し 、 分 類 は 、 メ チ ル 化 デ ー タ が 現 実 に 、 デ ィ メ
ン ジ ョ ン に つ い て 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル よ り も 、 多 く の 情 報 を 含 ん で い る こ と を 示 唆 し て 、
非 常 に 少 な く 、 ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ た 遺 伝 子 で 行 な わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
も っ と 重 要 な こ と は 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル で 、 独 立 し た 実 験 間 の 比 較 が 最 高 に 魅 力 的 な の に
比 較 し て 、 信 号 強 度 が 異 な る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 種 の 絶 対 的 及 び 総 体 的 な 二 つ の 量 に 強
力 に 依 存 す る こ と で あ る 。 信 号 は 一 般 に 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 か ら の 信 号 に 対 し て 較
正 さ れ る が 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ プ ロ フ ィ ー ル は 、 相 変 わ ら ず 、 発 現 レ ベ ル の か す か な
変 化 を 検 知 す る こ と は で き な い [R.J.Lipshutz、 S.P.A Fodor、 T.R.Gingeras、 D.J.Lockha
rt、 Nature Genetics 21、 20 (1999) ]。 我 々 の ア プ ロ ー チ に お い て 、 Ｃ Ｇ ／ Ｔ Ｇ 比 が 内
部 較 正 に 使 用 さ れ 、 か く し て 、 ス ラ イ ド へ ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ る プ ロ ー ブ の 量 は 成 績 に 影
響 し な い 。 こ れ は 成 績 の 比 較 を 著 し く 改 善 し 、 そ の た め 、 例 え ば 、 複 数 の 研 究 機 関 で の 試
験 及 び 今 後 の 研 究 で 必 要 に な る 、 膨 大 な 個 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 ３ ： 遺 伝 子 Ｎ ３ ３ （ Ｎ Ｍ ― ０ ０ ６ ７ ６ ５ ） 内 の Ｃ pＧ サ イ ト の メ チ ル 化 状 態 の 同 定
遺 伝 子 Ｎ ３ ３ の 断 片 （ Ｓ ｅ ｑ  Ｉ Ｄ  Ｎ o： ＆ [Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｉ Ｄ － ２ １ ８ ８ ]） が プ ラ イ マ ー Ａ
Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 及 び Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ を 使 用 し て Ｐ Ｃ
Ｒ 増 幅 さ れ た 。 得 ら れ た 断 片 （ ５ ４ ８ 塩 基 対 長 ） は ４ ４ ６ 位 置 に 情 報 に 富 ん だ Ｃ pＧ を 含
む 。 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ Ｆ auＩ 、 認 識 サ イ ト Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ 、 で 酵 素
処 理 （ 消 化 ） さ れ た 。 前 記 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 加 水 分 解 は 増 幅 産 物 の ４ ４ ６ 位 置 の
Ｃ pＧ の メ チ ル 化 に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る 。 酵 素 被 処 理 物 は 制 御 下 に 使 用 さ れ る 。 ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ は ウ ィ ザ ー ド （ wizzard） Ｄ Ｎ Ａ 分 離 キ ッ ト （ Promega社 ） を 使 用 し て 試 料 か ら 分 離
さ れ る 。 各 試 料 は 、 メ ー カ ー （ New England Biolabs） の 推 薦 に 従 が っ て 、 Ａ vaＩ を 使 用
し て 、 酵 素 処 理 （ 消 化 ） さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
１ ０ ngの ゲ ノ ム 酵 素 被 処 理 物 は 、 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 及 び Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｇ を 使 用 し て 増 幅 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は サ ー
モ サ イ ク ラ ー （ Eppendorf GmbH） を 使 用 し 、 １ ０ ngの Ｄ Ｎ Ａ 、 ６ ピ コ モ ル の 各 プ ラ イ マ ー
、 ２ ０ ０ μ Ｍ の 各 dＮ Ｔ Ｐ 、 １ ． ５ mＭ の Ｍ gＣ l 2 2及 び １ Ｕ の HotstartTaq（ Qiagen AG） を
使 っ て 行 な わ れ た 。 そ の 他 の 条 件 は Taq ポ リ メ ラ ー ゼ の メ ー カ ー の 教 え に 従 が っ て 行 な っ
た 。 上 記 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 遺 伝 子 断 片 は 以 下 の 内 容 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ た
。 即 ち 、 最 初 の 変 性 ス テ ッ プ は ９ ６ ℃ 、 １ ４ 分 ； 次 い で 、 ３ ０ ～ ４ ５ サ イ ク ル （ ス テ ッ プ
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２ ： ９ ６ ℃ 、 ６ ０ 秒 ； ス テ ッ プ ３ ： ５ ２ ℃ 、 ４ ５ 秒 ； ス テ ッ プ ４ ： ７ ２ ℃ 、 ７ ５ 秒 ） 次 い
で 、 ７ ２ ℃ 、 １ ０ 分 の 最 終 延 長 か ら な る 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動
法 で 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム の ス テ ッ プ ２ か ら ス テ ッ プ ４ ま で が ３ ４ 、 ３ ７ 、 ３ ９
、 ４ ２ 及 び ４ ５ 回 繰 り 返 さ れ る と き に 、 Ｆ auＩ で 加 水 分 解 さ れ 、 問 題 の Ｃ pＧ 位 置 が メ チ
ル 化 さ れ な か っ た 位 置 で 、 分 離 さ れ た 、 Ｄ Ｎ Ａ を 検 知 可 能 で あ る 。 対 照 的 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物
は サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム の ス テ ッ プ ２ か ら ス テ ッ プ ４ ま で が ３ ９ 、 ４ ２ 及 び ４ ５ 回 繰 り 返 さ
れ る と き に 、 Ｆ auＩ で 加 水 分 解 さ れ 、 低 メ チ ル 化 度 の Ｄ Ｎ Ａ か ら 分 離 さ れ た 時 に の み 、 Ｄ
Ｎ Ａ を 検 知 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 実 施 例 ２ に 記 載 の Ｃ pＧ メ チ ル 化 マ ト リ ッ ク ス 解
析 に 組 込 ま れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 表 １ 】
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表 ２ ： Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 及 び 産 物
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表 ３ ： ハ イ ブ リ ッ ド 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド
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【 ０ １ ４ ４ 】
【 表 ３ － ３ ８ 】
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【 ０ １ ４ ５ 】
【 表 ３ － ３ ９ 】
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【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ３ － ４ ０ 】
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【 ０ １ ４ ７ 】

【 表 ４ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
【 表 ４ － ２ 】
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表 ４ ： 健 康 体 細 胞 及 び 白 血 病 細 胞 の 間 の 差 別 化 に 使 用 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド 化 オ リ ゴ ヌ ク オ
レ チ ッ ド (図 ３ )



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
【 表 ４ － ３ 】
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【 ０ １ ５ ０ 】

【 表 ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
【 表 ３ － ２ 】
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表 ３ ： 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 の 間 の 差 別 化 に 使 用 さ れ る ハ イ ビ リ ッ ド 化
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド （ 図 ５ 及 び 図 ６ ）



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ２ 】
【 表 ３ － ３ 】
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 は 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 と 急 性 骨 髄 性 白 血 病 を 識 別 す る こ と に 関 連 し 、 正 常 な 造
血 細 胞 と 増 殖 異 常 の 造 血 細 胞 を 識 別 す る 方 法 及 び 核 酸 に 関 す る 。
【 図 面 の 説 明 】
【 ０ １ ５ ４ 】
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図 １
ヒ ト 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の エ ク ソ ン １ ４ に お け る 二 つ の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド の メ チ ル
化 解 析 及 び 数 量 化 。 較 正 目 的 の た め に 、 一 連 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 が 、 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ 遺 伝 子 の
エ ク ソ ン １ ４ の 合 成 の 高 メ チ ル 化 及 び 低 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 混 合 物 に よ っ て 行 な わ れ た
。 低 メ チ ル 化 及 び 高 メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 メ チ ル 化 度 を 代 表 し て 、 メ チ ル 化 度 、 １ ０ ０
％ 、 ６ ６ ％ 、 ３ ３ ％ 及 び ０ ％ で 、 混 合 比 ０ ： ３ 、 １ ： ２ 、 ２ ： １ 、 ３ ： ０ で 混 合 さ れ た 。
図 １ Ａ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド マ イ ク ロ ア レ ー ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る 、 メ チ ル 化 の 検 知
で あ る 。 因 子 Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ エ ク ソ ン １ ４ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド Ｆ ８ ～ ５ （ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｇ
Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ 、 Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｔ ） 及 び Ｆ ８ ～ ３ （ Ａ Ａ Ｔ Ａ
Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ ， Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ａ ） の Ｃ Ｇ 及 び Ｔ
Ｇ ヴ ァ ー ジ ョ ン の 蛍 光 信 号 が 示 さ れ 、 こ の 信 号 は 、 メ チ ル 化 度 、 ０ ％ 、 ３ ３ ％ 、 ６ ６ ％ 及
び １ ０ ０ ％ で あ る 試 料 か ら 発 せ ら れ た も の で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 信 号 は 、 ブ ル ー 、 グ リ
ー ン 及 び イ エ ロ ー で 示 す 、 仮 の 色 の イ メ ー ジ で 、 各 ２ ０ ０ ～ ８ ０ ０ ， ８ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ 及
び ２ ０ ０ ０ ～ ８ ０ ０ ０ の ６ ３ ５ nmに お け る 蛍 光 信 号 で あ る 。
図 １ Ｂ は 二 つ の Ｃ pＧ メ チ ル 化 に つ い て の 異 な る メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ の 測 定 の 配 布 及 び 確 率 で
あ る 。 各 Ｃ pＧ 位 置 に つ い て 、 二 種 類 の 検 知 オ リ ゴ マ ー が 使 用 さ れ た 。 Ｃ pＧ が メ チ ル 化 さ
れ て い る 、 オ リ ゴ マ ー は Ｃ Ｇ オ リ ゴ マ ー と 呼 ば れ 、 Ｃ pＧ が メ チ ル 化 さ れ て い な い 、 オ リ
ゴ マ ー は Ｔ Ｇ オ リ ゴ マ ー と 呼 ば れ る 。 ４ 種 類 の 化 合 物 ５ ９ 、 ３ ６ 、 ４ ０ 、 ６ ３ は 同 じ ス ラ
イ ド が 作 製 さ れ た 。 Ｃ Ｇ 及 び Ｔ Ｇ 検 知 オ リ ゴ マ ー ハ イ ブ リ ッ ド 化 強 度 の 対 数 比 が 計 算 さ れ
、 次 い で 、 各 々 ３ つ の 同 じ 実 験 を 含 む 実 験 の 部 分 群 が 平 均 さ れ た 。 Ｃ Ｇ ： Ｔ Ｇ 比 の 配 布 函
数 は 、 異 な る 混 合 の 測 定 値 が う ま く 分 別 さ れ 、 そ の た め 、 単 一 Ｃ pＧ の メ チ ル 化 レ ベ ル の
検 知 が 良 好 に 達 成 さ れ た こ と を 示 す 。 こ れ は メ チ ル 化 依 存 部 類 の 予 測 ま た は 部 類 の 発 見 の
た め に 前 以 っ て 必 須 の も の で あ る 。 １ ０ ０ ％ お よ び ０ ％ メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 較 正 実 験 に
お い て 調 べ ら れ た ２ ２ Ｃ pＧ サ イ ト の 平 均 化 の み を 考 慮 し て 、 メ チ ル 化 の 検 知 エ ラ ー は ４
％ で あ る 。 対 数 比 は ゼ ロ 周 辺 に 対 称 的 に 群 在 せ ず 、 マ イ ナ ス 値 へ シ フ ト す る 。 我 々 は Ｇ －
Ｔ 及 び Ａ － Ｃ の 不 適 合 の 異 な る 効 果 が 、 強 力 に 、 メ チ ル 化 対 立 遺 伝 子 の 、 逆 よ り も 容 易 に
、 非 メ チ ル 化 を 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド へ の ハ イ ブ リ ッ ド 化 を 許 容 し て い る と 推 察 す る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
図 ２
性 別 及 び Ａ Ｌ Ｌ ／ Ａ Ｍ Ｌ の Ｃ pＧ サ イ ト 予 測 及 び 健 全 な 血 液 試 料
高 い 確 率 の メ チ ル 化 は 赤 に 、 不 確 実 な も の は 黒 に 、 低 い 確 率 の メ チ ル 化 は グ リ ー ン に 対 応
す る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び 識 別 名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の 平 均 間 の 有 意
差 を 示 す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一 群 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
図 ２ Ａ
性 別
男 性 、 女 性 間 の 最 大 有 意 差 の あ る ２ ０ Ｃ pＧ サ イ ト が 示 さ れ る 。 唯 一 非 細 胞 系 が 使 用 さ れ
る 。 期 待 さ れ る よ う に 、 二 つ の Ｘ 染 色 体 遺 伝 子 由 来 の Ｃ pＧ ジ ヌ ク レ オ チ ッ ド （ ELK1、 AR
） 。
図 ２ Ｂ
健 全 試 料 と Ａ Ｌ Ｌ 試 料 間 の 差 異
健 全 試 料 と Ａ Ｌ Ｌ 試 料 間 の 最 大 有 意 差 の あ る ５ ４ Ｃ pＧ サ イ ト が 示 さ れ る 。 高 い 確 率 の メ
チ ル 化 は 赤 に 、 不 確 実 な も の は 黒 に 、 低 い 確 率 の メ チ ル 化 は グ リ ー ン に 対 応 す る 。 図 の 左
側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び Ｃ pＧ 識 別 名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の 平 均 間 の 有 意 差 を 示
す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 各 列 は 一 群 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
図 ２ Ｃ は グ レ イ 目 盛 で の 図 ２ Ｂ の 複 製 で あ る 。 高 い 確 率 の メ チ ル 化 は 黒 に 、 不 確 実 な も の
は グ レ イ に 、 低 い 確 率 の メ チ ル 化 は 白 に 対 応 す る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び 識 別 名
で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の 平 均 間 の 有 意 差 を 示 す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一 群
の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
図 ２ Ａ の 記 号 の 説 明
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１ ： 女 性 ； ２ ： 男 性
図 ２ Ｂ の 記 号 の 説 明
１ ： 健 全 ； ２ ： Ａ Ｌ Ｌ
【 ０ １ ５ ６ 】
図 ３
部 類 予 測 及 び 血 液 試 料 の 部 類 発 見
図 ３ Ａ は 、 訓 練 デ ー タ と し て 全 て の 使 用 可 能 な 健 全 及 び Ａ Ｌ Ｌ 試 料 を 使 用 す る 、 健 全 と Ａ
Ｌ Ｌ の 判 別 の た め に 最 も 重 要 な 二 つ の Ｃ pＧ サ イ ト で の 訓 練 Ｓ Ｖ Ｍ を 示 す 。 赤 い ポ イ ン ト
は 健 全 試 料 、 黄 色 の ポ イ ン ト は Ａ Ｌ Ｌ 試 料 を 示 す 。 円 で 囲 ま れ た ポ イ ン ト は 、 健 全 を 予 測
さ れ る グ リ ー ン エ リ ア と Ａ Ｌ Ｌ を 予 測 さ れ る ブ ル ー エ リ ア の 間 の 白 い 境 界 線 で 示 さ れ る サ
ポ ー ト ベ ク タ ー で あ る 。 色 の 濃 度 は 予 測 の 確 度 に 対 応 す る 。 図 ３ Ｂ は 、 Ａ Ｍ Ｌ と Ａ Ｌ Ｌ の
部 類 の 予 測 の た め の サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ー ン で あ る 。 赤 い ポ イ ン ト は Ａ Ｌ Ｌ ， 黄 色 の ポ
イ ン ト は Ａ Ｍ Ｌ で あ る 。 円 で 囲 ま れ た ポ イ ン ト は 、 Ａ Ｌ Ｌ を 予 測 さ れ る グ リ ー ン エ リ ア と
Ａ Ｍ Ｌ を 予 測 さ れ る ブ ル ー エ リ ア の 間 の 白 い 境 界 線 で 示 さ れ る サ ポ ー ト ベ ク タ ー で あ る 。
色 の 濃 度 は 予 測 の 確 度 に 対 応 す る 。 図 ３ Ｃ は 部 類 の 発 見 で あ る 。 使 用 さ れ る 全 試 料 の 階 層
的 ク ラ ス タ リ ン グ を 示 す 。 健 全 な も の は グ リ ー ン 、 Ａ Ｌ Ｌ 及 び Ａ Ｍ Ｌ 患 者 は ブ ル ー で 示 さ
れ る 。 星 印 を 付 さ れ た も の は 細 胞 系 試 料 を 示 す 。 特 徴 ス ペ ー ス は 二 つ の Ｘ 染 色 体 遺 伝 子 を
除 く 全 て の Ｃ pＧ サ イ ト か ら な る 。 診 断 は ア ル ゴ リ ズ ム に 対 し て 未 知 で あ る 。
図 ３ Ａ の 記 号 の 説 明 ： t試 験 ラ ン キ ン グ （ 健 全 ～ Ａ Ｌ Ｌ ）
１ ： Ｍ Ｏ Ｓ Ｃ pＧ ５ ； ２ ： Ｃ Ｄ Ｋ ４ Ｃ pＧ ２
図 ３ Ｂ の 記 号 の 説 明 ： t試 験 ラ ン キ ン グ （ Ａ Ｍ Ｌ ～ Ａ Ｌ Ｌ ）
１ ： Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ Ｃ pＧ ２ ； ２ ： Ｃ Ｄ Ｋ ４ Ｃ pＧ １ ０
【 ０ １ ５ ７ 】
図 ４
図 ４ Ａ は 主 要 な 成 分 分 析 を 示 す 。 全 デ ー タ 集 合 が そ の 最 初 の 主 要 ２ 成 分 に 投 影 さ れ る 。 円
は 細 胞 系 を 、 三 角 形 は １ 次 患 者 の 組 織 を 示 す 。 黒 く 塗 ら れ た 円 ま た は 三 角 形 は Ａ Ｍ Ｌ 試 料
を 、 白 い も の は Ａ Ｌ Ｌ 試 料 を 示 す 。
図 ４ Ｂ は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 で あ る 。 フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 に よ る ラ ン キ ン グ ２ ０ 位 ま で の Ｃ p
Ｇ サ イ ト が 示 さ れ る 。 最 高 位 の 特 徴 は 図 の 最 下 方 に あ る 。 高 確 率 メ チ ル 化 は 黒 に 対 応 し 、
不 明 確 な も の は グ レ イ に 、 低 確 率 は 白 に 対 応 す る 。
図 ４ Ｃ ： 二 試 料 t試 験
図 ４ Ｄ ： 逆 行 消 去
【 ０ １ ５ ８ 】
図 ５ は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 の 二 つ の ベ ス ト な 特 徴 に つ い て の サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ー ン で あ
る 。 図 は 訓 練 デ ー タ と し て 使 用 さ れ る 全 て の Ａ Ｌ Ｌ 及 び Ａ Ｍ Ｌ 試 料 を 使 用 し て 、 フ ィ ッ シ
ャ ー 基 準 に 従 が っ て 、 二 つ の 最 高 位 の Ｃ pＧ サ イ ト で の 訓 練 Ｓ Ｖ Ｍ を 示 す 。 黒 い ポ イ ン ト
は Ａ Ｍ Ｌ を 、 グ レ イ の ポ イ ン ト は Ａ Ｌ Ｌ 試 料 で あ る 。 円 で 囲 ま れ た ポ イ ン ト は Ａ Ｍ Ｌ 及 び
Ａ Ｌ Ｌ 予 測 エ リ ア 間 の 白 い 境 界 線 で 限 定 さ れ る 、 サ ポ ー ト ベ ク タ ー で あ る 。 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド の グ レ イ 値 は 予 測 確 度 に 対 応 す る 。
図 ５ の 記 号 の 説 明
１ ： Ｃ Ｓ Ｎ Ｋ ２ Ｂ Ｃ pＧ ２ ； ２ ： Ｃ Ｄ Ｋ ４ Ｃ pＧ ３
【 ０ １ ５ ９ 】
図 ６ は 、 特 徴 選 別 の 性 能 の デ ィ メ ン ジ ョ ン 依 存 性 で あ る 。 図 は 多 数 の 選 別 特 徴 に 対 す る ４
つ の 異 な る 特 徴 選 別 法 に よ る 線 形 Ｓ Ｖ Ｍ の 普 遍 化 性 能 を 示 す 。 X軸 は 対 数 目 盛 で 、 Ｓ Ｖ Ｍ
へ の 特 徴 イ ン プ ッ ト 数 を 与 え 、 ２ か ら 始 ま る 。 Y軸 は 発 揮 さ れ る 普 遍 化 性 能 を 与 え る 。 最
大 主 成 分 数 が 使 用 さ れ る 試 料 数 に 対 応 す る こ と に 注 意 さ れ た い 。
図 ６ の 記 号 の 説 明
１ ： 特 徴 数 ； ２ ： 試 験 エ ラ ー ； ３ ： フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 ； ４ ： t試 験 ； ５ ： 逆 行 消 去 ； ６ ：
主 成 分 分 析 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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図 ７
図 ７ Ａ は 健 全 な 及 び 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 試 料 間 の 差 異 で あ る 。 メ チ ル 化 の 高 確 率 は 赤 で
あ り 、 不 確 定 は 黒 、 低 確 率 は グ リ ー ン で あ る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び Ｃ pＧ 識 別
名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の 平 均 間 の 有 意 差 を 示 す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一
群 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
図 ７ Ｂ は 、 図 ７ Ａ で 示 さ れ た 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間 の 差 異 を グ
レ イ 目 盛 で 再 掲 示 し た 。 メ チ ル 化 の 高 確 率 は 黒 に 対 応 し 、 不 確 定 は グ レ イ で あ り 、 低 確 率
は 白 で あ る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び Ｃ pＧ 識 別 名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の
平 均 間 の 有 意 差 を 示 す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一 群 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
図 ８
図 ８ Ａ は 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 試 料 間 の 差 異 で あ る 。 メ チ ル 化 の 高
確 率 は 赤 に 対 応 し 、 不 確 定 は 黒 で あ り 、 低 確 率 は グ リ ー ン で あ る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺
伝 子 及 び Ｃ pＧ 識 別 名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群 の 平 均 間 の 有 意 差 を 示 す 。 各 行 は 単 一
Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一 群 の メ チ ル 化 レ ベ ル を 示 す 。
図 ８ Ｂ は 、 図 ８ Ａ で 示 さ れ た 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間 の 差 異 を グ
レ イ 目 盛 で 再 掲 示 し た 。 メ チ ル 化 の 高 確 率 は 赤 に 対 応 し 、 不 確 定 は 黒 で あ り 、 低 確 率 は グ
リ ー ン で あ る 。 図 の 左 側 の ラ ベ ル は 遺 伝 子 及 び Ｃ pＧ 識 別 名 で あ る 。 右 側 の ラ ベ ル は 二 群
の 平 均 間 の 有 意 差 を 示 す 。 各 行 は 単 一 Ｃ pＧ を 、 各 列 は 一 群 の メ チ ル
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ２ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ッ ド マ イ ク ロ ア レ ー ハ イ ブ リ ッ ド 化 に よ る 、 メ チ
ル 化 の 検 知 結 果 を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 二 つ の Ｃ pＧ メ チ ル 化 に つ い て の 異 な る メ チ ル 化 Ｄ Ｎ Ａ の 測 定 の 配
布 及 び 確 率 を 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ Ａ は 男 性 、 女 性 間 の 最 大 有 意 差 の あ る ２ ０ Ｃ pＧ サ イ ト を 示 す 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 健 全 試 料 と Ａ Ｌ Ｌ 試 料 間 の 差 異 を 示 す 。
【 図 ２ Ｃ 】 図 ２ Ｃ は グ レ イ 目 盛 で の 図 ２ Ｂ の 複 製 を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 図 ３ Ａ は 、 訓 練 デ ー タ と し て 、 全 て の 使 用 可 能 な 健 全 な 、 及 び Ａ Ｌ Ｌ 試 料 を 使
用 し た 、 健 全 と Ａ Ｌ Ｌ の 判 別 の た め に 最 も 重 要 な 二 つ の Ｃ pＧ サ イ ト で の 訓 練 Ｓ Ｖ Ｍ を 示
す 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Ｂ は 、 Ａ Ｍ Ｌ と Ａ Ｌ Ｌ の 部 類 の 予 測 の た め の サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ー ン を
示 す 。
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Ｃ は 部 類 の 発 見 で あ る 。 使 用 さ れ る 全 試 料 の 階 層 的 ク ラ ス タ リ ン グ を 示 す
。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 主 要 な 成 分 分 析 を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 を 示 す 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 二 試 料 t試 験 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ Ｄ 】 図 ４ Ｄ は 逆 行 消 去 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は フ ィ ッ シ ャ ー 基 準 の 二 つ の ベ ス ト な 特 徴 に つ い て の サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ
ー ン を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 特 徴 選 別 の 性 能 の デ ィ メ ン ジ ョ ン 依 存 性 を 示 し 、 多 数 の 選 別 特 徴 に 対 す
る ４ つ の 異 な る 特 徴 選 別 法 に よ る 線 形 Ｓ Ｖ Ｍ の 普 遍 化 性 能 を 示 す 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Ａ は 健 全 な 及 び 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 試 料 間 の 差 異 を 示 す 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Ｂ は 、 図 ７ Ａ で 示 さ れ た 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間
の 差 異 を グ レ イ 目 盛 で 再 掲 示 し た も の を 示 す 。
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Ａ は 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 試 料 間 の 差 異 を 示 す 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Ｂ は 、 図 ８ Ａ で 示 さ れ た 、 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 間
の 差 異 を グ レ イ 目 盛 で 再 掲 示 し た も の を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ２ Ｃ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】
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【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ Ａ 】
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【 図 ８ Ｂ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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摘要(译)

一种检测和区分与特定受试者基因组的至少一个和/或调节区域相关的造
血细胞的增殖异常的方法，包括鉴定靶核酸中的甲基化或未甲基化的
CpG二核苷酸。使得自所述受试者的生物样品中的靶核酸与至少一种试
剂或一系列试剂接触。所述区分正常造血细胞和增殖性异常造血细胞的
方法。一种初步鉴定急性淋巴细胞白血病和急性髓性白血病的方法和所
述方法。
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