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(54)【発明の名称】 ＱＴ延長症候群遺伝子ＫＶＬＱＴ１およびＳＣＮ５Ａの改変ならびにその検出方法

(57)【要約】
ＱＴ延長症候群（ＬＱＴＳ）は、心電図のＱＴ間隔の延
長、失神、発作、および突然死によって特徴づけられる
心血管障害である。ロマノ－ウォード症候群に５つの遺
伝子（ＬＱＴＳの常染色体優性形態）が関与している。
これらの遺伝子は、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５
Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２である。ＫＶＬＱＴ
１およびＫＣＮＥ１の突然変異によって、ジェルヴェル
－ランゲ・ニールセン症候群（常染色体劣性様式で遺伝
する表現型異常で、難聴に関連するＬＱＴＳの形態）を
発症する。突然変異分析を使用して、５つの限定した遺
伝子の突然変異についてＬＱＴＳを罹患した２６２人の
関連のない個体をスクリーニングした。観察した全１３
４突然変異のうち８０突然変異が新規であった。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Ａ３３２Ｇ、Ｇ４７８Ａ、Ｇ５２１Ａ、Ｇ５３５Ａ、Ｇ５８

０Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７９７Ｃ、Ｇ９２１＋１Ｔ、Ａ９２２－２Ｃ

、Ｇ９２８Ａ、Ｃ１０４６Ｇ、Ｃ１０６６Ｔ、Ｇ１０９７Ａ、Ｃ１１７２Ｔ、Ｃ

１３４３Ｇ、Ｃ１５８８Ｔ、Ｃ１６９７Ｔ、Ｃ１７４７Ｔ、およびＧ１７８１Ａ

からなる群から選択される１以上の突然変異によって改変された、配列番号１の

配列を含む単離ＤＮＡ。

    【請求項２】  前記突然変異ＫＶＬＱＴ１がＡ３３２Ｇ、Ｇ４７８Ａ、Ｇ５

２１Ａ、Ｇ５３５Ａ、Ｇ５８０Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７９７Ｃ、Ｇ９

２１＋１Ｔ、Ａ９２２－２Ｃ、Ｇ９２８Ａ、Ｃ１０４６Ｇ、Ｃ１０６６Ｔ、Ｇ１

０９７Ａ、Ｃ１１７２Ｔ、Ｃ１３４３Ｇ、Ｃ１５８８Ｔ、Ｃ１６９７Ｔ、Ｃ１７

４７Ｔ、およびＧ１７８１Ａからなる群から選択される配列番号１の突然変異を

含む、ヒト突然変異ＫＶＬＱＴ１に特異的にハイブリダイズできるが、野生型Ｄ

ＮＡにはハイブリダイズできない、核酸プローブ。

    【請求項３】  前記突然変異がＡ３３２Ｇ、Ｇ４７８Ａ、Ｇ５２１Ａ、Ｇ５

３５Ａ、Ｇ５８０Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７９７Ｃ、Ｇ９２１＋１Ｔ、

Ａ９２２－２Ｃ、Ｇ９２８Ａ、Ｃ１０４６Ｇ、Ｃ１０６６Ｔ、Ｇ１０９７Ａ、Ｃ

１１７２Ｔ、Ｃ１３４３Ｇ、Ｃ１５８８Ｔ、Ｃ１６９７Ｔ、Ｃ１７４７Ｔ、およ

びＧ１７８１Ａからなる群から選択され、ヒト・サンプル由来の前記遺伝子また

はＲＮＡ配列を分析するか前記サンプル由来のｍＲＮＡから作製したｃＤＮＡ配

列を分析する工程を包含する、ＫＶＬＱＴ１中の突然変異の検出方法。

    【請求項４】  前記突然変異を、

ａ）前記ヒト・サンプルから単離したＲＮＡに前記突然変異の１つに特異的なプ

ローブをハイブリダイズさせ、前記ハイブリダイゼーション産物の存在を検出し

、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｂ）前記サンプルから単離したＲＮＡから作製したｃＤＮＡに前記突然変異の１

つに特異的なプローブをハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産物の存

在を検出し、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示し

、
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ｃ）前記サンプルから単離したゲノムＤＮＡに前記突然変異の１つに特異的なプ

ローブをハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産物の存在を検出し、こ

こに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｄ）プライマーセットを使用して前記サンプル中の前記遺伝子の全てまたは一部

を増幅し、増幅核酸を配列決定し、

ｅ）前記突然変異の１つに特異的なプライマーを使用して前記サンプル中の前記

遺伝子の一部を増幅し、増幅産物の存在を検出し、ここに、前記産物の存在はサ

ンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｆ）前記サンプル中の前記遺伝子の全てまたは一部を分子クローニングしてクロ

ーン化核酸を産生し、前記クローン化核酸を配列決定し、

ｇ）前記遺伝子を増幅して増幅核酸を産生し、前記突然変異の１つに特異的なＤ

ＮＡプローブに前記増幅核酸をハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産

物の存在を検出し、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在

を示し、

ｈ）前記ヒト・サンプル由来の遺伝子の遺伝子フラグメント由来の一本鎖ＤＮＡ

および野生型遺伝子の対応するフラグメント由来の一本鎖ＤＮＡを形成させ、前

記一本鎖ＤＮＡを未変性ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動し、前記ゲル上で

前記一本鎖ＤＮＡの移動度を比較して、前記野生型と比較してサンプル由来の一

本鎖ＤＮＡがシフトしているかどうかを同定し、前記移動度がシフトした一本鎖

ＤＮＡを配列決定し、

ｉ）前記サンプルから単離したゲノムＤＮＡフラグメント、前記サンプルから単

離したＲＮＡフラグメント、および前記サンプル由来のｍＲＮＡから作製したｃ

ＤＮＡフラグメントからなる群から選択される第１のストランドならびに対応す

るヒト野生型遺伝子フラグメントからなる第２の核酸ストランドからなるヘテロ

デュプレックスを形成し、前記ヘテロデュプレックスのミスマッチの存在を分析

し、ミスマッチを有する前記第１の核酸ストランドを配列決定し、

ｊ）前記ヒト・サンプルの遺伝子および前記突然変異の１つに特異的な対立遺伝

子の対応するフラグメントから一本鎖ＤＮＡを形成し、未変性ポリアクリルアミ

ドゲル上で前記一本鎖ＤＮＡを電気泳動し、前記ゲル上で前記一本鎖ＤＮＡの移
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動度を比較して、前記対立遺伝子と比較して前記サンプル由来の一本鎖ＤＮＡが

シフトしているかどうかを同定し、ここに、前記対立遺伝子と比較して前記一本

鎖ＤＮＡの電気泳動移動度がシフトしないことは、前記サンプルに突然変異が存

在することを示し、

ｋ）前記サンプルから単離した遺伝子のゲノムＤＮＡフラグメント、前記サンプ

ルから単離したＲＮＡフラグメント、および前記サンプル由来のｍＲＮＡから作

製したｃＤＮＡフラグメントからなる群から選択される第１の核酸ストランドな

らびに前記突然変異の１つに特異的な対応する対立遺伝子フラグメントからなる

第２の核酸ストランドからなるヘテロデュプレックスを形成し、前記ヘテロデュ

プレックスのミスマッチの存在を分析し、ここに、ミスマッチが存在しないこと

は、前記突然変異の存在を示す、ことからなる群から選択される方法によって検

出する、請求項３に記載の方法。

    【請求項５】  ハイブリダイゼーションをｉｎ  ｓｉｔｕで行う、請求項４

に記載の方法。

    【請求項６】  Ｙ１１１Ｃ、Ｅ１６０Ｋ、Ｒ１７４Ｈ、Ｇ１７９Ｓ、Ａ１９

４Ｐ、Ｒ２４３Ｃ、Ｗ２４８Ｒ、Ｌ２６６Ｐ、Ｖ３０７ｓｐ、Ｖ３１０Ｉ、Ｓ３

４９Ｗ、Ｑ３５６Ｘ、Ｒ３６６Ｑ、Ｔ３９１Ｉ、Ｐ４４８Ｒ、Ｑ５３０Ｘ、Ｓ５

６６Ｆ、Ｒ５８３Ｃ、およびＲ５９４Ｑからなる群から選択される配列番号２の

突然変異を含むＫＶＬＱＴ１によってコードされる単離ヒト・ポリペプチド。

    【請求項７】  請求項６に記載のポリペプチドに結合することができるが、

野生型ポリペプチドには結合することができない、抗体。

    【請求項８】  前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項７に記載の抗

体。

    【請求項９】  ＫＶＬＱＴ１配列または被験体の組織サンプルから単離した

その発現産物とＫＶＬＱＴ１の野生型配列またはその発現産物との比較によって

ＫＶＬＱＴ１中の突然変異について被験体をスクリーニングし、ここに、前記被

験体の配列中に変異が存在することは、ＱＴ延長症候群のリスクを示すことを特

徴とする、ヒト被験体のＱＴ延長症候群のリスクの評価方法。

    【請求項１０】  前記発現産物が前記遺伝子のｍＲＮＡまたは前記遺伝子に
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よってコードされるポリペプチドから選択される、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  １以上の以下の手順：

（ａ）未変性ポリアクリルアミドゲル上の前記サンプル由来の一本鎖ＤＮＡの電

気泳動移動度のシフトを観察し、

（ｂ）遺伝子へのプローブのハイブリダイゼーションに適切な条件下で、前記サ

ンプルから単離したゲノムＤＮＡにプローブをハイブリダイズさせ、

（ｃ）前記サンプル由来のゲノムＤＮＡへの対立遺伝子特異的プローブのハイブ

リダイゼーションを同定し、

（ｄ）前記サンプル由来の遺伝子の全てまたは一部を増幅して増幅配列を産生さ

せ、前記増幅配列を配列決定し、

（ｅ）核酸増幅によって前記サンプル中の特異的対立遺伝子の存在を同定し、

（ｆ）前記サンプル由来の遺伝子の全部または一部を分子クローニングしてクロ

ーン化配列を産生させ、前記クローン化配列を配列決定し、

（ｇ）分子（１）前記サンプルから単離した遺伝子ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ

および（２）ヒト野生型遺伝子ＤＮＡに相補的な核酸プローブが互いにハイブリ

ダイズしてデュプレックスを形成する場合に分子（１）および（２）の間にミス

マッチが存在するかどうかを同定し、

（ｈ）前記サンプル中の前記遺伝子配列を増幅し、野生型遺伝子配列を含む核酸

プローブに前記増幅配列をハイブリダイズさせ、

（ｉ）前記組織中の前記遺伝子配列を増幅し、突然変異遺伝子配列を含む核酸プ

ローブに前記増幅配列をハイブリダイズさせ、

（ｊ）欠失突然変異をスクリーニングし、

（ｋ）点突然変異をスクリーニングし、

（ｌ）挿入突然変異をスクリーニングし、

（ｍ）前記遺伝子配列または前記遺伝子の突然変異配列を含む１以上の核酸プロ

ーブと、前記サンプル中の遺伝子とのｉｎ  ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを

同定し、

（ｎ）免疫ブロッティングを行い、

（ｏ）免疫細胞化学を行い、
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（ｐ）前記組織から単離した遺伝子タンパク質と突然変異体対立遺伝子のポリペ

プチド発現産物に特異的に結合することができる結合パートナーおよび／または

前記ポリペプチドの結合パートナーとの間の結合相互作用をアッセイし、

（ｑ）前記結合パートナーの生化学的活性の阻害をアッセイする、ことを行う、

請求項９に記載の方法。

    【請求項１２】  野生型ＤＮＡにハイブダイズしない条件下で、請求項１に

記載の単離ＤＮＡにハイブリダイズする核酸プローブ。

    【請求項１３】  患者のＤＮＡまたはＲＮＡサンプルに請求項１２に記載の

プローブをハイブリダイズさせることを含み、ここに、ハイブリダイゼーション

シグナルの存在がＱＴ延長症候群を示すことを特徴とする、ＱＴ延長症候群を引

き起こす突然変異の診断方法。

    【請求項１４】  前記患者のＤＮＡまたはＲＮＡを増幅して、前記増幅ＤＮ

ＡまたはＲＮＡを請求項１２に記載のプローブとハイブリダイズさせる、請求項

１３に記載の方法。

    【請求項１５】  ハイブリダイゼーションをｉｎ  ｓｉｔｕで行う、請求項

１３に記載の方法。

    【請求項１６】  核酸マイクロチップ技術を使用して前記アッセイを行う、

請求項１３に記載の方法。

    【請求項１７】  ＫＶＬＱＴ１の遺伝子またはＲＮＡの領域を増幅し、前記

増幅遺伝子またはＲＮＡを配列決定することを含み、ここに、ＱＴ延長症候群が

Ａ３３２Ｇ、Ｇ４７８Ａ、Ｇ５２１Ａ、Ｇ５３５Ａ、Ｇ５８０Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、

Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７９７Ｃ、Ｇ９２１＋１Ｔ、Ａ９２２－２Ｃ、Ｇ９２８Ａ、Ｃ１

０４６Ｇ、Ｃ１０６６Ｔ、Ｇ１０９７Ａ、Ｃ１１７２Ｔ、Ｃ１３４３Ｇ、Ｃ１５

８８Ｔ、Ｃ１６９７Ｔ、Ｃ１７４７Ｔ、およびＧ１７８１Ａからなる群から選択

されるいずれか１以上の突然変異によって示されることを特徴とする、ＱＴ延長

症候群を引き起こす変突然異の診断方法。

    【請求項１８】  患者のＤＮＡまたはＲＮＡと野生型ＤＮＡまたはＲＮＡプ

ローブとの間のミスマッチを同定することを含み、ここに、前記プローブがＤＮ

ＡまたはＲＮＡ領域とハイブリダイズし、ここに、前記領域がＡ３３２Ｇ、Ｇ４
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７８Ａ、Ｇ５２１Ａ、Ｇ５３５Ａ、Ｇ５８０Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７

９７Ｃ、Ｇ９２１＋１Ｔ、Ａ９２２－２Ｃ、Ｇ９２８Ａ、Ｃ１０４６Ｇ、Ｃ１０

６６Ｔ、Ｇ１０９７Ａ、Ｃ１１７２Ｔ、Ｃ１３４３Ｇ、Ｃ１５８８Ｔ、Ｃ１６９

７Ｔ、Ｃ１７４７Ｔ、およびＧ１７８１Ａからなる群から選択される配列番号１

の突然変異を含むことを特徴とする、ＱＴ延長症候群を引き起こす突然変異の診

断方法。

    【請求項１９】  前記ミスマッチをＲＮアーゼアッセイによって同定する、

請求項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  前記方法が、患者のサンプルと請求項７に記載の抗体との

反応によって患者の突然変異ＫＶＬＱＴ１ポリペプチドの存在をアッセイするこ

とからなり、ここに、陽性反応の存在がＱＴ延長症候群を示すことを特徴とする

、ＱＴ延長症候群の診断方法。

    【請求項２１】  前記アッセイが免疫ブロッティングを含む、請求項２０に

記載の方法。

    【請求項２２】  前記アッセイが免疫細胞化学技術を含む、請求項２０に記

載の方法。

    【請求項２３】  前記方法が、ＫＶＬＱＴ１ポリペプチドを分析することを

含み、ここに、前記ポリペプチドの突然変異がＱＴ延長症候群を示し、ここに、

前記突然変異がＹ１１１Ｃ、Ｅ１６０Ｋ、Ｒ１７４Ｈ、Ｇ１７９Ｓ、Ａ１９４Ｐ

、Ｒ２４３Ｃ、Ｗ２４８Ｒ、Ｌ２６６Ｐ、Ｖ３０７ｓｐ、Ｖ３１０Ｉ、Ｓ３４９

Ｗ、Ｑ３５６Ｘ、Ｒ３６６Ｑ、Ｔ３９１Ｉ、Ｐ４４８Ｒ、Ｑ５３０Ｘ、Ｓ５６６

Ｆ、Ｒ５８３Ｃ、およびＲ５９４Ｑからなる群から選択される突然変異である、

ＱＴ延長症候群の診断方法。

    【請求項２４】  ＫＶＬＱＴ１中の突然変異を持つ患者の治療に有用であり

、前記突然変異がＡ３３２Ｇ、Ｇ４７８Ａ、Ｇ５２１Ａ、Ｇ５３５Ａ、Ｇ５８０

Ｃ、Ｃ７２７Ｔ、Ｔ７２４Ｃ、Ｔ７９７Ｃ、Ｇ９２１＋１Ｔ、Ａ９２２－２Ｃ、

Ｇ９２８Ａ、Ｃ１０４６Ｇ、Ｃ１０６６Ｔ、Ｇ１０９７Ａ、Ｃ１１７２Ｔ、Ｃ１

３４３Ｇ、Ｃ１５８８Ｔ、Ｃ１６９７Ｔ、Ｃ１７４７Ｔ、およびＧ１７８１Ａか

らなる群から選択され、当該方法は、
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ａ）突然変異を有するＫＶＬＱＴ１を発現する細胞の第１のセットをプール溶液

に入れ、ここに、前記突然変異はＹ１１１Ｃ、Ｅ１６０Ｋ、Ｒ１７４Ｈ、Ｇ１７

９Ｓ、Ａ１９４Ｐ、Ｒ２４３Ｃ、Ｗ２４８Ｒ、Ｌ２６６Ｐ、Ｖ３０７ｓｐ、Ｖ３

１０Ｉ、Ｓ３４９Ｗ、Ｑ３５６Ｘ、Ｒ３６６Ｑ、Ｔ３９１Ｉ、Ｐ４４８Ｒ、Ｑ５

３０Ｘ、Ｓ５６６Ｆ、Ｒ５８３Ｃ、およびＲ５９４Ｑから選択され、

ｂ）工程（ａ）の細胞中の第１の誘導Ｋ＋電流を誘導し、

ｃ）前記第１のＫ＋電流を測定し、

ｄ）野生型ＫＶＬＱＴ１を発現する細胞の第２のセットをプール溶液に入れ、

ｅ）工程（ｄ）の細胞中の第２の誘導Ｋ＋電流を誘導し、

ｆ）前記第２の誘導Ｋ＋電流を測定し、

ｇ）工程（ａ）のプール溶液に薬物を添加し、

ｈ）工程（ｇ）の細胞中の第３の誘導Ｋ＋電流を誘導し、

ｉ）前記第３の誘導Ｋ＋電流を測定し、

ｊ）前記第３のＫ＋誘導電流が、前記第１のＫ＋誘導電流よりも第２のＫ＋誘導

電流に類似するかどうかを決定し、ここに、第１の誘導Ｋ＋電流よりも第２の誘

導Ｋ＋電流に類似の第３の誘導Ｋ＋電流が得られる薬物が前記患者の治療に有用

であることを特徴とする薬物スクリーニング法。

    【請求項２５】  Ｙ１１１Ｃ、Ｅ１６０Ｋ、Ｒ１７４Ｈ、Ｇ１７９Ｓ、Ａ１

９４Ｐ、Ｒ２４３Ｃ、Ｗ２４８Ｒ、Ｌ２６６Ｐ、Ｖ３０７ｓｐ、Ｖ３１０Ｉ、Ｓ

３４９Ｗ、Ｑ３５６Ｘ、Ｒ３６６Ｑ、Ｔ３９１Ｉ、Ｐ４４８Ｒ、Ｑ５３０Ｘ、Ｓ

５６６Ｆ、Ｒ５８３Ｃ、およびＲ５９４Ｑからなる群から選択される突然変異を

有する配列番号２のＫＶＬＱＴ１ポリペプチドをコードする単離ＤＮＡ。

    【請求項２６】  Ｇ３３４０Ａ、Ｃ４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８５０－４８５２

、Ｇ４８６８Ｔ、Ｇ５３４９Ａ、およびＧ５３６０Ａからなる群から選択される

１以上の突然変異によって改変された、配列番号３の配列を含む単離ＤＮＡ。

    【請求項２７】  ヒト突然変異ＳＣＮ５Ａに特異的にハイブリダイズするこ

とができるが野生型ＤＮＡにハイブリダイズできない核酸プローブであって、前

記突然変異ＳＣＮ５ＡがＧ３３４０Ａ、Ｃ４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８５０－４８５

２、Ｇ４８６８Ｔ、Ｇ５３４９Ａ、およびＧ５３６０Ａからなる群から選択され
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る配列番号３の突然変異を含む、核酸プローブ。

    【請求項２８】  前記突然変異がＧ３３４０Ａ、Ｃ４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８

５０－４８５２、Ｇ４８６８Ｔ、Ｇ５３４９Ａ、およびＧ５３６０Ａからなる群

から選択され、ヒトサンプル由来の遺伝子またはＲＮＡの配列を分析するか、前

記サンプル由来のｍＲＮＡから作製したｃＤＮＡ配列を分析することを特徴とす

る、ＳＣＮ５Ａ中の突然変異の検出方法。

    【請求項２９】  前記突然変異を、

ａ）前記ヒト・サンプルから単離したＲＮＡに前記突然変異の１つに特異的なプ

ローブをハイブリダイズさせ、前記ハイブリダイゼーション産物の存在を検出し

、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｂ）前記サンプルから単離したＲＮＡから作製したｃＤＮＡに前記突然変異の１

つに特異的なプローブをハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産物の存

在を検出して、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示

し、

ｃ）前記サンプルから単離したゲノムＤＮＡに前記突然変異の１つに特異的なプ

ローブをハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産物の存在を検出し、こ

こに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｄ）プライマーセットを使用して前記サンプル中の前記遺伝子の全てまたは一部

を増幅し、増幅核酸を配列決定し、

ｅ）前記突然変異の１つに特異的なプライマーを使用して前記サンプル中の前記

遺伝子の一部を増幅し、増幅産物の存在を検出し、ここに、前記産物の存在はサ

ンプル中の前記突然変異の存在を示し、

ｆ）前記サンプル中の前記遺伝子の全てまたは一部を分子クローニングしてクロ

ーン化核酸を産生し、前記クローン化核酸を配列決定し、

ｇ）前記遺伝子を増幅して増幅核酸を産生し、前記突然変異の１つに特異的なＤ

ＮＡプローブに前記増幅核酸をハイブリダイズさせ、ハイブリダイゼーション産

物の存在を検出し、ここに、前記産物の存在はサンプル中の前記突然変異の存在

を示し、

ｈ）前記ヒト・サンプル由来の遺伝子の遺伝子フラグメント由来の一本鎖ＤＮＡ
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および野生型遺伝子の対応するフラグメント由来の一本鎖ＤＮＡを形成させ、前

記一本鎖ＤＮＡを未変性ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動し、前記ゲル上で

前記一本鎖ＤＮＡの移動度を比較して、前記野生型と比較してサンプル由来の一

本鎖ＤＮＡがシフトしているかどうかを同定し、前記移動度がシフトした一本鎖

ＤＮＡを配列決定し、

ｉ）前記サンプルから単離したゲノムＤＮＡフラグメント、前記サンプルから単

離したＲＮＡフラグメント、および前記サンプル由来のｍＲＮＡから作製したｃ

ＤＮＡフラグメントからなる群から選択される第１の核酸ストランドならびに対

応するヒト野生型遺伝子フラグメントからなる第２の核酸ストランドからなるヘ

テロデュプレックスを形成し、前記ヘテロデュプレックスのミスマッチの存在を

分析し、ミスマッチを有する前記第１の核酸ストランドを配列決定し、

ｊ）前記ヒト・サンプルの遺伝子および前記突然変異の１つに特異的な対立遺伝

子の対応するフラグメントから一本鎖ＤＮＡを形成し、未変性ポリアクリルアミ

ドゲル上で前記一本鎖ＤＮＡを電気泳動し、前記ゲル上で前記一本鎖ＤＮＡの移

動度を比較して、前記対立遺伝子と比較して前記サンプル由来の一本鎖ＤＮＡが

シフトしているかどうかを同定し、ここに、前記対立遺伝子と比較して前記一本

鎖ＤＮＡの電気泳動移動度がシフトしない場合は、前記サンプルに突然変異が存

在することを示し、

ｋ）前記サンプルから単離した遺伝子のゲノムＤＮＡフラグメント、前記サンプ

ルから単離したＲＮＡフラグメント、および前記サンプル由来のｍＲＮＡから作

製したｃＤＮＡフラグメントからなる群から選択される第１の核酸ストランドな

らびに前記突然変異の１つに特異的な対応する対立遺伝子フラグメントからなる

第２の核酸ストランドからなるヘテロデュプレックスを形成し、前記ヘテロデュ

プレックスのミスマッチの存在を分析し、ミスマッチが存在しないことは前記突

然変異の存在を示すことからなる群から選択される方法によって検出する、請求

項２８に記載の方法。

    【請求項３０】  ハイブリダイゼーションをｉｎ  ｓｉｔｕで行う、請求項

２９に記載の方法。

    【請求項３１】  Ｄ１１１４Ｎ、Ｌ１５０１Ｖ、ｄｅｌＦ１６１７、Ｒ１６
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２３Ｌ、Ｅ１７８４Ｋ、およびＳ１７８７Ｎからなる群から選択される配列番号

４の突然変異を含むＳＣＮ５Ａによってコードされる単離ヒトポリペプチド。

    【請求項３２】  請求項３１に記載のポリペプチドに結合することができる

が、野生型ポリペプチドには結合することができない、抗体。

    【請求項３３】  前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項３２に記載

の抗体。

    【請求項３４】  ＳＣＮ５Ａ配列または被験体の組織サンプルから単離した

その発現産物とＳＣＮ５Ａの野生型配列またはその発現産物との比較によってＳ

ＣＮ５Ａ中の突然変異について被験体をスクリーニングし、ここに、前記被験体

の配列中に突然変異が存在することは、ＱＴ延長症候群のリスクを示すことを特

徴とする、ヒト被験体のＱＴ延長症候群のリスクの評価方法。

    【請求項３５】  前記発現産物が前記遺伝子のｍＲＮＡまたは前記遺伝子に

よってコードされるポリペプチドから選択される、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３６】  １以上の以下の手順：

（ａ）未変性ポリアクリルアミドゲル上の前記サンプル由来の一本鎖ＤＮＡの電

気泳動移動度のシフトを観察し、

（ｂ）遺伝子へのプローブのハイブリダイゼーションに適切な条件下で、前記サ

ンプルから単離したゲノムＤＮＡにプローブをハイブリダイズさせ、

（ｃ）前記サンプル由来のゲノムＤＮＡへの対立遺伝子特異的プローブのハイブ

リダイゼーションを同定し、

（ｄ）前記サンプル由来の遺伝子の全てまたは一部を増幅して増幅配列を産生さ

せ、前記増幅配列を配列決定し、

（ｅ）核酸増幅によって前記サンプル中の特異的対立遺伝子の存在を同定し、

（ｆ）前記サンプル由来の遺伝子の全部または一部を分子クローニングしてクロ

ーン化配列を産生させ、前記クローン化配列を配列決定し、

（ｇ）分子（１）前記サンプルから単離した遺伝子ゲノムＤＮＡまたはｍＲＮＡ

および（２）ヒト野生型遺伝子ＤＮＡに相補的な核酸プローブが互いにハイブリ

ダイズしてデュプレックスを形成する場合に分子（１）および（２）の間にミス

マッチが存在するかどうかを決定し、
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（ｈ）前記サンプル中の前記遺伝子配列を増幅し、野生型遺伝子配列を含む核酸

プローブに前記増幅配列をハイブリダイズさせ、

（ｉ）前記組織中の前記遺伝子配列を増幅し、突然変異遺伝子配列を含む核酸プ

ローブに前記増幅配列をハイブリダイズさせ、

（ｊ）欠失突然変異をスクリーニングし、

（ｋ）点突然変異をスクリーニングし、

（ｌ）挿入突然変異をスクリーニングし、

（ｍ）前記遺伝子配列または前記遺伝子の突然変異配列を含む１つ以上の核酸プ

ローブを使用して前記サンプル中の遺伝子のｉｎ  ｓｉｔｕハイブリダイゼーシ

ョンを決定し、

（ｎ）免疫ブロッティングを行い、

（ｏ）免疫細胞化学を行い、

（ｐ）前記組織から単離した遺伝子タンパク質と突然変異対立遺伝子のポリペプ

チド発現産物に特異的に結合することができる結合パートナーおよび／または前

記ポリペプチドの結合パートナーとの間の結合相互作用をアッセイし、

（ｑ）前記結合パートナーの生化学的活性の阻害をアッセイする、ことを行う、

請求項３４に記載の方法。

    【請求項３７】  野生型ＤＮＡにハイブリダイズしない条件下で、請求項２

６に記載の単離ＤＮＡにハイブリダイズする核酸プローブ。

    【請求項３８】  患者のＤＮＡまたはＲＮＡサンプルに請求項３７に記載の

プローブをハイブリダイズさせることを含み、ここに、ハイブリダイゼーション

シグナルの存在がＱＴ延長症候群を示すことを特徴とする、ＱＴ延長症候群を引

き起こす突然変異の診断方法。

    【請求項３９】  前記患者のＤＮＡまたはＲＮＡを増幅し、前記増幅ＤＮＡ

またはＲＮＡを請求項３７に記載のプローブとハイブリダイズさせる、請求項３

８に記載の方法。

    【請求項４０】  ハイブリダイゼーションをｉｎ  ｓｉｔｕで行う、請求項

３８に記載の方法。

    【請求項４１】  核酸マイクロチップ技術を使用して前記アッセイを行う、
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請求項３８に記載の方法。

    【請求項４２】  ＳＣＮ５Ａの遺伝子またはＲＮＡの領域を増幅し、前記増

幅遺伝子またはＲＮＡを配列決定することを含み、ここに、ＱＴ延長症候群がＧ

３３４０Ａ、Ｃ４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８５０－４８５２、Ｇ４８６８Ｔ、Ｇ５３

４９Ａ、およびＧ５３６０Ａからなる群から選択されるいずれか１以上の突然変

異によって示されることを特徴とする、ＱＴ延長症候群を引き起こす突然変異の

診断方法。

    【請求項４３】  患者のＤＮＡまたはＲＮＡと野生型ＤＮＡまたはＲＮＡプ

ローブとの間のミスマッチを同定することを含み、ここに、前記プローブがＤＮ

ＡまたはＲＮＡ領域とハイブリダイズし、ここに、前記領域がＧ３３４０Ａ、Ｃ

４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８５０－４８５２、Ｇ４８６８Ｔ、Ｇ５３４９Ａ、および

Ｇ５３６０Ａからなる群から選択される配列番号３の突然変異を含むことを特徴

とする、ＱＴ延長症候群を引き起こす突然変異の診断方法。

    【請求項４４】  前記ミスマッチをＲＮアーゼアッセイによって同定する、

請求項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  前記方法が、患者のサンプルと請求項３２に記載の抗体と

の反応によって患者の突然変異ＳＣＮ５Ａポリペプチドの存在をアッセイするこ

とからなり、ここに、陽性反応の存在がＱＴ延長症候群を示すことを特徴とする

、ＱＴ延長症候群の診断方法。

    【請求項４６】  前記アッセイが免疫ブロッティングすることを含む、請求

項４５に記載の方法。

    【請求項４７】  前記アッセイが免疫細胞化学技術を含む、請求項４５に記

載の方法。

    【請求項４８】  当該方法が、ＳＣＮ５Ａポリペプチドを分析することを含

み、ここに、前記ポリペプチドの突然変異がＱＴ延長症候群を示し、ここに、前

記突然変異がＤ１１１４Ｎ、Ｌ１５０１Ｖ、ｄｅｌＦ１６１７、Ｒ１６２３Ｌ、

Ｅ１７８４Ｋ、およびＳ１７８７Ｎからなる群から選択される突然変異であるこ

とを特徴とする、ＱＴ延長症候群の診断方法。

    【請求項４９】  ＳＣＮ５Ａ中の突然変異を持つ患者の治療に有用であり、
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前記突然変異がＧ３３４０Ａ、Ｃ４５０１Ｇ、ｄｅｌ４８５０－４８５２、Ｇ４

８６８Ｔ、Ｇ５３４９Ａ、およびＧ５３６０Ａからなる群から選択され、当該方

法は、

ａ）突然変異を有するＳＣＮ５Ａを発現する細胞の第１のセットをプール溶液に

入れ、ここに、前記突然変異はＤ１１１４Ｎ、Ｌ１５０１Ｖ、ｄｅｌＦ１６１７

、Ｒ１６２３Ｌ、Ｅ１７８４Ｋ、およびＳ１７８７Ｎから選択され、

ｂ）工程（ａ）の細胞中の第１の誘導Ｎａ＋電流を誘導し、

ｃ）前記第１のＮａ＋電流を測定し、

ｄ）野生型ＳＣＮ５Ａを発現する細胞の第２のセットをプール溶液に入れ、

ｅ）工程（ｄ）の細胞中の第２の誘導Ｎａ＋電流を誘導し、

ｆ）前記第２の誘導Ｎａ＋電流を測定し、

ｇ）工程（ａ）のプール溶液に薬物を添加し、

ｈ）工程（ｇ）の細胞中の第３の誘導Ｎａ＋電流を誘導し、

ｉ）前記第３の誘導Ｎａ＋電流を測定し、

ｊ）前記第３の誘導Ｎａ＋電流が、前記第１の誘導Ｎａ＋電流よりも第２の誘導

Ｎａ＋電流に類似するかどうかを決定し、ここに、第１の誘導Ｎａ＋電流よりも

第２の誘導Ｎａ＋電流に類似の第３の誘導Ｎａ＋電流が得られる薬物が前記患者

の治療に有用であることを特徴とする、薬物スクリーニング法。

    【請求項５０】  Ｄ１１１４Ｎ、Ｌ１５０１Ｖ、ｄｅｌＦ１６１７、Ｒ１６

２３Ｌ、Ｅ１７８４Ｋ、およびＳ１７８７Ｎからなる群から選択される突然変異

を有する配列番号４のＳＣＮ５Ａポリペプチドをコードする単離ＤＮＡ。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  助成金番号ＲＯ１－ＨＬ４６４０１、ＲＯ１－ＨＬ３３８４３、ＲＯ１－ＨＬ

５１６１８、Ｐ５０－ＨＬ５２３３８、およびＭＯ１－ＲＲ００００６４のＮＨ

ＬＢＩからの政府援助によって本出願を行った。連邦政府は本発明に一定の権利

を有し得る。

      【０００２】

（発明の背景）

  ＱＴ延長症候群（ＬＱＴＳ）は、通常若年であるか健常な個体における心電図

のＱＴ間隔の延長、失神、発作、および突然死によって特徴付けられる心血管障

害である（Ｊｅｒｖｅｌｌ  ａｎｄ  Ｌａｎｇｅ－Ｎｉｅｌｓｅｎ、１９５７；

Ｒｏｍａｎｏ  ｅｔ  ａｌ．、１９６３；Ｗａｒｄ、１９６４）。ＬＱＴＳの臨

床徴候は、偶発性心室頻脈性不整脈（ｔｏｒｓａｄｅ  ｄｅ  ｐｏｉｎｔｅｓお

よび心室細動など）に起因する（Ｓｃｈｗａｒｔｚ  ｅｔ  ａｌ．、１９７５；

Ｍｏｓｓ  ｅｔ  ａｌ．、１９９１）。ＬＱＴＳの２つの遺伝形態が存在する。

より一般的な形態であるロマノ－ウォード症候群（ＲＷ）は、他の表現型異常に

関連せず、表現率がシフトする常染色体優性形質として遺伝する（Ｒｏｍａｎ  

ｅｔ  ａｌ．、１９６３；Ｗａｒｄ、１９６４）。ジェルヴェル－ランゲ・ニー

ルセン症候群（ＪＬＮ）は、難聴、（常染色体劣性形質として異常に遺伝する表

現型）によって特徴付けられる（Ｊｅｒｖｅｌｌ  ａｎｄ  Ｌｎａｇｅ－Ｎｉｅ

ｌｓｏｎ、１９５７）。ＬＱＴＳは、通常、薬理学的治療の結果として獲得され

得る。

      【０００３】

  以前の研究では、本発明者らは、染色体１１ｐ１５．５（ＬＱＴ１）（Ｋｅａ

ｔｉｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９１）にＬＱＴＳ遺伝子座、７ｑ３５－３６（Ｌ

ＱＴ２）（Ｊｉａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９４）、および３ｑ２１－２４にＬ

ＱＴ３（Ｊｉａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９４）をマッピングした。第４の遺伝

子座（ＬＱＴ４）を、４ｑ２５－２７にマッピングした（Ｓｃｈｏｔｔ  ｅｔ  

ａｌ．、１９９５）。ロマノ－ウォード症候群に５つの遺伝子（ＬＱＴＳの常染
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色体優性形態）が関与している。これらの遺伝子は、ＫＶＬＱＴ１（ＬＱＴ１）

（Ｗａｎｇ  Ｑ．ｅｔ  ａｌ．、１９９６ａ）、ＨＥＲＧ（ＬＱＴ２）（Ｃｕｒ

ｒａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５）、ＳＣＮ５Ａ（ＬＱＴ３）（Ｗａｎｇ  ｅｔ

  ａｌ．、１９９５ａ）、２１ｑ２２に存在する２つの遺伝子（ＫＣＮＥ１（Ｌ

ＱＴ５）（Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７ａ）およびＫＣＮＥ２（

ＬＱＴ６）（Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９））である。ＫＶＬＱＴ１

およびＫＣＮＥ１の突然変異もまた、ジェルヴェル－ランゲ・ニールセン症候群

（難聴に関連するＬＱＴＳの形態で、常染色体劣性様式で遺伝する表現型異常）

を発症する。

      【０００４】

  ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２は、カリウムチャネ

ルサブユニットをコードする。４つのＫＶＬＱＴ１  αサブユニットはｍｉｎＫ

（ＫＣＮＥ１によってコードされるβサブユニット、化学量論は未知）で組み立

てられて、心臓中の遅延整流カリウム電流をゆっくりと活性化させるＩＫＳチャ

ネルを形成する（Ｓａｎｇｕｉｎｅｔｔｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６ａ；Ｂａｒ

ｈａｎｉｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６）。４つのＨＥＲＧ  αサブユニットは、

ＭｉＲｐ１（ＫＣＮＥ２によってコードされる、化学量論は未知）で組み立てら

れて、心臓中の遅延整流カリウム電流を急速に活性化させるＩＫｒチャネルを形

成する（Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。突然変異サブユニットは機

能低下機構によってＩＫＳまたはＩＫｒを減少させ、これはしばしばドミナント

ネガティブ効果を伴う（Ｃｈｏｕａｂｅ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓｈａｌａ

ｂｙ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｗｏｌｌｎｉｋ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓ

ａｎｇｕｉｎｅｔｔｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６）。ＳＣＮ５Ａは、ＩＮａ（心

臓中のナトリウム電流）を担う心臓ナトリウム電流をコードする（Ｇｅｌｌｅｎ

ｓ  ｅｔ  ａｌ．、１９９２）。ＳＣＮ５ＡのＬＱＴＳ関連突然変異により、機

能亢進が起こる（Ｂｅｎｎｅｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５；Ｄｕｍａｉｎｅ  

ｅｔ  ａｌ．、１９９６）。心臓では、ＩＫＳもしくはＩＫｒの減少またはＩＮ

ａの増加により、心臓活動電位が延長され、ＱＴ間隔が延長し、不整脈のリスク

が増加する。ＫＶＬＱＴ１およびＫＣＮＥ１はまた、内耳にも発現する（Ｎｅｙ
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ｒｏｕｄ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｖｅｔｔｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６）

。本発明者らは、ＩＫｓの完全な喪失により重篤な心臓表現型おおびＪＬＮにお

ける難聴が起こることを示した（Ｎｅｙｒｏｕｄ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓ

ｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７ｂ；Ｔｙｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９

９７；Ｓｃｈｕｌｚｅ－Ｂａｈｒ  ｅｔｅ  ａｌ．、１９９７）。

      【０００５】

  現在、ＬＱＴＳの前駆症状診断は、心電図のＱＴ間隔の延長に基づいている。

しかし、遺伝学研究では、心電図のみを基本とする診断は高感度でも特異的でも

ないことが示されている（Ｖｉｎｃｅｎｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９２；Ｐｒｉｏ

ｒｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。突然変異分析を用いた遺伝子スクリーニング

により、前駆症状診断を改良することができる。しかし、５つ全ての遺伝子中の

全てのＬＱＴＳ関連突然変異を同定し、かつ目録を作る総括的研究は達成されて

いない。核遺伝子の相対変異突然頻度を同定し、前駆症状診断を容易にし、遺伝

子型－表現型研究を可能にするために、本発明者らは２６２人の関連のないＬＱ

ＴＳ個体のプールを５つの限定した遺伝子の突然変異についてスクリーニングし

た。これらの研究結果を、後記の実施例で示す。

      【０００６】

  本発明は、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮ

Ｅ２遺伝子の改変およびその改変の検出方法に関する。

      【０００７】

  本発明の背景を例示するか実施に関するさらなる詳細を提供するために本明細

書中で使用された刊行物および他の資料は、本明細書中で引用として援用され、

便宜上、それぞれ添付の引例のリストに分類している。

      【０００８】

  本発明は、ＱＴ延長症候群に関連する遺伝子および遺伝子産物の改変ならびに

ＬＱＴＳの診断および予防方法に関する。診断すべき個体のＫＶＬＱＴ１、ＨＥ

ＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２遺伝子のＤＮＡ配列の分析お

よびそれぞれのＤＮＡ配列と正常な遺伝子の既知のＤＮＡ配列との比較による本

発明によってＬＱＴＳを診断する。あるいは、試験すべき個体のこれらの遺伝子
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を、ＬＱＴＳを発症する突然変異についてスクリーニングすることができる。Ｌ

ＱＴＳの予測により、実施者は現存の医学療法を使用してこの障害を予防するこ

とができる。

      【０００９】

（発明の開示）

  本発明は、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮ

Ｅ２遺伝子の改変およびその改変の検出方法に関する。ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ

、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２遺伝子の改変には、突然変異およ

び多形が含まれる。突然変異にはフレームシフト、ナンセンス、スプライス、調

節、およびミスセンス突然変異が含まれる。本明細書中に記載の改変を検出する

ことができる任意の方法を使用することができる。このような方法には、ＤＮＡ

配列決定、対立遺伝子特異的探索、ミスマッチ検出、一本鎖立体配置多形検出、

および対立遺伝子特異的ＰＣＲ増幅が含まれるが、これらに限定されない。

      【００１０】

（発明の詳細な記載）

  本発明は、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮ

Ｅ２遺伝子の改変およびその改変の検出方法に関する。ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ

、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２遺伝子の改変には、突然変異およ

び多形が含まれる。突然変異にはフレームシフト、ナンセンス、スプライス、調

節、およびミスセンス突然変異が含まれる。本明細書中に記載の突然変異および

多形を検出することができる任意の方法を使用することができる。このような方

法には、ＤＮＡ配列決定、対立遺伝子特異的探索、ミスマッチ検出、一本鎖立体

配置多形検出、および対立遺伝子特異的ＰＣＲ増幅が含まれるが、これらに限定

されない。

      【００１１】

  ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２突然変

異により、ＬＱＴＳのリスクが増す。多くの異なる突然変異によりＫＶＬＱＴ１

、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２が生じる。ＫＶＬＱＴ

１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２遺伝子の改変の存在
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を検出するために、血液などの生体サンプルを調製し、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ

、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２の所与の改変の有無について分析

する。ＬＱＴＳのリスクの増加またはこのようなリスクの減少を検出するために

、生体サンプルを調製し、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、

またはＫＣＮＥ２の突然変異対立遺伝子の有無について分析する。試験された個

体に通達するために、これらの試験の結果および解釈するための情報を保健提供

者に還元する。診断研究機関によってこのような診断を行うことができるか、診

断キットを製造して保健供給者または自己診断用に個人に販売する。

      【００１２】

  遺伝性ＬＱＴＳの存在を、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１

、またはＫＣＮＥ２遺伝子の突然変異について任意のヒト組織を試験することに

よって確認することができる。例えば、遺伝子生殖系列ＨＥＲＧ突然変異を有す

る個体は、ＬＱＴＳを発症する傾向がある。これを、個体の身体の任意の組織由

来のＤＮＡの試験によって同定することができる。最も簡単には、採血して血液

細胞からＤＮＡを抽出することができる。さらに、胎児細胞、胎盤細胞、羊膜細

胞をＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２遺伝

子について試験することによって、出生前診断を行うことができる。例えば点突

然変異または欠失による野生型ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ

１、またはＫＣＮＥ２対立遺伝子の改変を、本明細書中で考察の任意の手段によ

って検出することができる。

      【００１３】

  ＤＮＡ配列の突然変異を検出するために使用することができるいくつかの方法

が存在する。直接的配列決定、手動式配列決定または自動化蛍光配列決定によっ

て配列の突然変異を検出することができる。別のアプローチは、一本鎖立体配置

多形アッセイ（ＳＳＣＰ）である（Ｏｒｉｔａ  ｅｔ  ａｌ．、１９８９）。こ

の方法は、特に２００ｂｐを超えるＤＮＡフラグメントサイズの場合、全ての配

列のシフトを検出しないが、ほとんどのＤＮＡ配列の突然変異を検出するように

最適化することができる。検出感度の低下は不利であるが、ＳＳＣＰを使用する

と処理能力を向上可能であることは魅力的であり、研究ベースでの突然変異検出
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用の直接的配列決定に代わって実行可能である。ＳＳＣＰゲル上での移動度がシ

フトしたフラグメントを配列決定して、ＤＮＡ配列の突然変異の正確な性質を同

定する。２つの相補的なＤＮＡ鎖間のミスマッチの検出に基づく他のアプローチ

には、クランプ変性ゲル電気泳動（ＣＤＧＥ）（Ｓｈｅｆｆｉｅｌｄ  ｅｔ  ａ

ｌ．、１９９１）、ヘテロデュプレックス分析（ＨＡ）（Ｗｈｉｔｅ  ｅｔ  ａ

ｌ．、１９９２）、および化学的ミスマッチ切断（ＣＭＣ）（Ｇｒｏｍｐｅ  ｅ

ｔ  ａｌ．、１９８９）が含まれる。上記の方法は大きな欠失、重複、または挿

入を検出することも、タンパク質の転写または翻訳に影響を与える調節突然変異

を検出することもない。タンパク質切形アッセイまたは非対称アッセイなどのこ

れらの突然変異クラスを検出することができる他の方法は、突然変異の特定の型

のみを検出するが、ミスセンス突然変異は検出しない。現在利用可能なＤＮＡ配

列の突然変異の検出方法の総説を、Ｇｒｏｍｐｅ（１９９３）の最近の総説に見

出すことができる。一旦突然変異が識別されると、対立遺伝子特異的オリゴヌク

レオチド（ＡＳＯ）ハイブリダイゼーションなどの対立遺伝子特異的検出アプロ

ーチを利用して、多数の他のサンプルの同一の突然変異について迅速にスクリー

ニングすることができる。このような技術では、金ナノ粒子で標識して目視可能

なように色をつけたプローブを利用することができる（Ｅｌｇｈａｎｉａｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．、１９９７）。

      【００１４】

  ＤＮＡ配列の多形を検出するための迅速な予備的分析を、１以上の制限酵素、

好ましくは多数の制限酵素によるＤＮＡ切断物の一連のサザーンブロットの調査

によって行うことができる。各ブロットは、一連の正常な個体および一連のＬＱ

ＴＳ症例を含む。ハイブリダイズするフラグメントを示すサザーンブロットによ

り（ＨＥＲＧ遺伝子座に隣接しているかそれを含む配列で探索した場合、コント

ロールＤＮＡと長さが異なる）、可能な突然変異が示される。非常に長い制限フ

ラグメントが得られる制限酵素を使用する場合、パルスフィールドゲル電気泳動

（ＰＦＧＥ）を使用する。

      【００１５】

  当該分野で周知の技術を用いたＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮ



(21) 特表２００３－５２９３３１

Ｅ１、またはＫＣＮＥ２対立遺伝子の分子クローニングおよび対立遺伝子の配列

決定によって点突然変異の検出を行うことができる。また、遺伝子または遺伝子

の一部を、例えばＰＣＲまたは他の増幅技術によって増幅し、増幅遺伝子または

その遺伝子増幅の一部を配列決定することができる。

      【００１６】

  罹患感受性対立遺伝子の存在を確認するためのより完全で依然として間接的な

以下の６つの周知な試験法が存在する：１）一本鎖確認分析（ＳＳＣＰ）（Ｏｒ

ｉｔａ  ｅｔ  ａｌ．、１９８９）、２）変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）（

Ｗａｒｔｅｌｌ  ｅｔ  ａｌ．、１９９０；Ｓｈｅｆｆｉｅｌｄ  ｅｔ  ａｌ．

、１９８９）、３）ＲＮアーゼ保護アッセイ（Ｆｉｎｋｅｌｓｔｅｉｎ  ｅｔ  

ａｌ．、１９９０；Ｋｉｎｓｚｌｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９１）、４）対立遺

伝子特異的オリゴヌクレオチド（ＡＳＯｓ）（Ｃｏｎｎｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１

９８３）、５）ヌクレオチドミスマッチを認識するタンパク質（Ｅ．ｃｏｌｉ  

ｍｕｔＳタンパク質など）の使用（Ｍｏｄｒｉｃｈ、１９９１）、および６）対

立遺伝子特異的ＰＣＲ（Ｒｕａｎｏ  ａｎｄ  Ｋｉｄｄ、１９８９）。対立遺伝

子特異的ＰＣＲのために、その３’末端で特定のＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣ

Ｎ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２突然変異にハイブリダイズするプローブ

を使用する。特定の突然変異が存在しない場合、増幅産物は認められない。欧州

特許出願番号０３３２４３５およびＮｅｗｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９８９９に

開示のように、増幅無反応性突然変異系（ＡＲＭＳ）も使用することができる。

遺伝子の挿入および欠失を、クローニング、配列決定、および増幅によって検出

することもできる。さらに、遺伝子または周囲のマーカー遺伝子用の制限フラグ

メント長多形（ＲＦＬＰ）プローブを使用して、対立遺伝子の改変または多形フ

ラグメント中の挿入を記録することができる。このような方法は、個体に見出さ

れた突然変異存在について罹患した個体の親族のスクリーニングに特に有用であ

る。当該分野で公知の他の挿入および欠失技術を使用することができる。

      【００１７】

  第１の３つの方法（ＳＳＣＰ、ＤＧＧＥ、およびＲＮアーゼ保護アッセイ）で

は、新しい電気泳動バンドが認められる。配列のシフトにより一本鎖の分子内塩
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基対合が異なるので、ＳＳＣＰは異なって移動するバンドを検出する。ＲＮアー

ゼ保護は、突然変異体ポリヌクレオチドの２以上のより小さなフラグメントへの

切断を含む。ＤＧＧＥは、変性勾配ゲルを使用して野生型配列と比較した突然変

異配列の移動率の相違を検出する。対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドアッセ

イでは、特定の配列を検出するオリゴヌクレオチドを設計し、ハイブリダイゼー

ションシグナルの有無の検出によってアッセイを行う。ｍｕｔＳアッセイでは、

タンパク質は、突然変異配列と野生型配列との間のヘテロデュプレックス中のヌ

クレオチドミスマッチを含む配列のみと結合する。

      【００１８】

  本発明では、ミスマッチは、２つの鎖が１００％相補的ではないハイブリダイ

ズした核酸デュプレックスである。全相同性の喪失は、欠失、挿入、逆位、また

は置換による。ミスマッチ検出を使用して、遺伝子またはそのｍＲＮＡ産物の点

突然変異を検出することができる。これらの技術は配列決定よりも感度が低いが

、多数のサンプルに対してより簡単に行われる。ミスマッチ切断技術の例は、Ｒ

Ｎアーゼ保護法である。本発明の実施において、本方法には、ヒト野生型ＫＶＬ

ＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２遺伝子コード配

列に相補的な標識リボプローブの使用が含まれる。リボプローブおよび個体から

単離したｍＲＮＡまたはＤＮＡのいずれかを互いにアニーリング（ハイブリダイ

ズ）し、その後デュプレックスＲＮＡ構造中のいくつかのミスマッチを検出する

ことができる酵素ＲＮアーゼＡで消化する。ＲＮアーゼＡによってミスマッチが

検出された場合、ミスマッチ部位で切断される。したがって、アニーリングＲＮ

Ａ調製物が電気泳動ゲル担体上で分離された場合、ミスマッチがＲＮアーゼによ

って切断されたならばリボプローブおよびｍＲＮＡまたはＤＮＡについての全長

デュプレックスＲＮＡよりも小さなＲＮＡ産物が認められる。リボプローブは全

長のｍＲＮＡまたは遺伝子である必要はないが、いずれかのセグメントであり得

る。リボプローブがｍＲＮＡまたは遺伝子のセグメントのみを含む場合、全ての

ｍＲＮＡ配列のミスマッチをスクリーニングするために多数のこれらのプローブ

を使用することが望ましい。

      【００１９】
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  類似の様式では、ＤＮＡプローブを使用して、ミスマッチを酵素または化学的

切断によってミスマッチを検出ことができる。例えば、Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ  ａ

ｌ．、１９８８；Ｓｈｅｎｋ  ｅｔ  ａｌ．、１９７５；Ｎｏｖａｃｋ  ｅｔ  

ａｌ．、１９８６を参照のこと。あるいは、ミスマッチを、マッチしたデュプレ

ックスと比較したミスマッチデュプレックスの電気泳動移動度のシフトによって

検出することができる。例えば、Ｃａｒｉｅｌｌｏ、１９８８を参照のこと。リ

ボプローブまたはＤＮＡプローブのいずれかを使用して、ＰＣＲ（以下を参照の

こと）によってハイブリダイゼーション前に突然変異を含み得る細胞ｍＲＮＡま

たはＤＮＡを増幅することができる。特にシフトが総再編性（欠失および挿入な

ど）である場合、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫ

ＣＮＥ２遺伝子のＤＮＡのシフトを、サザーンハイブリダイゼーションを使用し

て検出することもできる。

      【００２０】

  ＰＣＲの使用によって増幅されたＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣ

ＮＥ１、またはＫＣＮＥ２遺伝子のＤＮＡ配列を、対立遺伝子特異的プローブを

使用してスクリーニングすることもできる。これらのプローブは、核酸オリゴマ

ーであり、それぞれ公知の突然変異を保有する遺伝子配列領域を含む。例えば、

１つのオリゴマーは、遺伝子配列の一部に対応する約３０ヌクレオチド長であり

得る。このような対立遺伝子特異的プローブの使用によって、ＰＣＲ増幅産物を

スクリーニングして以前に同定された遺伝子の突然変異の存在を同定することが

できる。増幅したＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫ

ＣＮＥ２配列との対立遺伝子特異的プローブのハイブリダイゼーションを、例え

ばナイロンフィルター上で行うことができる。高ストリンジェンシーなハイブリ

ダイゼーション条件下での特定のプローブのハイブリダイゼーションは、対立遺

伝子特異的プローブ中と同一の組織中の突然変異の存在を示す。

      【００２１】

  マイクロチップ技術による新しく開発された核酸分析技術もまた、本発明に適

用することができる。この技術では、事実上何千もの異なるオリゴヌクレオチド

プローブをシリコンチップ上のアレイに累積させる。分析される核酸を蛍光標識
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し、チップ上のプローブにハイブリダイズさせる。これらの核酸マイクロチップ

を使用して核酸－タンパク質相互作用を研究することも可能である。この技術を

使用して、突然変異の存在または分析される核酸の配列さえも同定することがで

きるか、目的の遺伝子の発現レベルを測定することができる。この方法は、多数

（数千でさえも）のプローブを一度に並行処理する方法であり、分析速度を極め

て増大させることができる。この技術に使用するいくつかの論文が公開されてい

る。これらのうちのいくつかは、Ｈａｃｉａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；Ｓｈｏ

ｅｍａｋｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；Ｃｈｅｅ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；

Ｌｏｃｋｈａｒｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；ＤｅＲｉｓｉ  ｅｔ  ａｌ．、１

９９６；Ｌｉｐｓｈｕｔｚ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５である。この方法を使用し

て、乳癌遺伝子ＢＲＣＡ１の突然変異について個体がすでにスクリーニングされ

ている（Ｈａｃｉａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６）。この新規の技術はＣｈｅｍｉ

ｃａｌ  ａｎｄ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  Ｎｅｗｓ（Ｂｏｒｍａｎ、１９９６

）の新規の論文で総説されており、論説の主題である（Ｅｄｉｔｏｒｉａｌ、Ｎ

ａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、１９９６）。Ｆｏｄｏｒ（１９９７）も参照の

こと。

      【００２２】

  候補遺伝子座中の突然変異についての最も信頼のおける試験は、患者由来のＫ

ＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２ゲノム配列

とコントロール集団由来のゲノム配列とを直接比較することである。あるいは、

例えば、ＰＣＲによって増幅後の伝令ＲＮＡを配列決定し、それにより、候補遺

伝子のエクソン構造の決定の必要性を排除することができる。

      【００２３】

  ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２のコー

ド領域の外側に存在する患者由来の突然変異を、非コード領域（イントロンおよ

び遺伝子付近またはその中の調節配列など）の試験によって検出することができ

る。非コード領域中の突然変異が重要な初期の指標は、コントロール個体と比較

して異常なサイズであるか患者に豊富に含まれるメッセンジャーＲＮＡ分子を明

らかにするノーザンブロット試験に由来し得る。
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      【００２４】

  ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２のｍＲ

ＮＡ発現の改変を、当該分野で公知の任意の技術によって検出することができる

。これらには、ノーザンブロット分析、ＰＣＲ増幅、およびＲＮアーゼ保護が含

まれる。ｍＲＮＡ発現の減少により、野生型遺伝子の改変が示される。野生型遺

伝子の改変を、野生型ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、また

はＫＣＮＥ２タンパク質の改変のスクリーニングによって検出することもできる

。例えば、ＨＥＲＧと免疫反応性のモノクローナル抗体を使用して、組織をスク

リーニングすることができる。同族抗原の欠如は突然変異を示す。突然変異体対

立遺伝子の産物に特異的な抗体を使用して、突然変異体遺伝子産物を検出するこ

ともできる。このような免疫学的アッセイを、当該分野で公知の任意の便利な形

式で行うことができる。これらには、ウェスタンブロット、免疫組織化学的アッ

セイ、およびＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。改変したＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ

、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２タンパク質の検出手段を使用して

、野生型ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２

遺伝子の改変を検出することができる。タンパク質結合決定などの機能的アッセ

イを使用することができる。さらに、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、Ｋ

ＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２の生化学的機能を検出するアッセイを使用すること

ができる。突然変異体ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、また

はＫＣＮＥ２遺伝子産物の発見により、野生型ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ

５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２遺伝子の改変が示される。

      【００２５】

  突然変異体ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮ

Ｅ２遺伝子または遺伝子産物を、他のヒト身体サンプル（血清、糞便、尿、およ

び痰など）中で検出することもできる。上記で考察した同一の組織中の突然変異

体遺伝子または遺伝子産物検出技術を、他の身体サンプルに適用することができ

る。このような身体サンプルのスクリーニングにより、遺伝性ＬＱＴＳの簡単で

早期の診断が可能である。

      【００２６】
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  まず、スクリーニング方法は、関連するＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ

、ＫＣＮＥ１、またはＫＣＮＥ２配列の増幅を含む。本発明の別の好ましい実施

形態では、スクリーニング方法は、非ＰＣＲベースのストラテジーを含む。この

ようなスクリーニング方法には、当該分野で周知の二段階標識増幅方法が含まれ

る。ＰＣＲおよび非ＰＣＲベースのスクリーニングストラテジーは共に、高レベ

ルの感度で標的配列を検出することができる。これらの方法のさらなる詳細を以

下に簡単に示し、ＰＣＴ公開出願ＷＯ９６／０５３０６（本明細書中で引用して

援用される）でさらなる説明を見出すことができる。

      【００２７】

  今日使用されている最も一般的な方法は、標的増幅である。本発明では、ポリ

メラーゼを使用して標的核酸配列を増幅する。ポリメラーゼ駆動増幅を使用した

１つの特定の方法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である。ポリメラーゼ連

鎖反応および他のポリメーラー駆動増幅アッセイは、ポリメラーゼ駆動増幅サイ

クルの使用によって１００万倍を超えるコピー数の増加を達成することができる

。一旦増幅されると、得られた核酸を配列決定してＤＮＡプローブの基質として

使用することができる。

      【００２８】

  プローブを使用して標的配列の存在を検出する場合、分析すべき生体サンプル

（血液または血清など）を、所望ならば核酸抽出処理することができる。サンプ

ル核酸を標的配列の検出を容易にする種々の方法（例えば、変性、制限消化、電

気泳動、またはドットブロッティング）で調製することができる。分析物核酸の

標的領域は、通常、プローブの標的配列とハイブリダイズするために少なくとも

部分的に一本鎖でなければならない。配列が自然に一本鎖である場合、変性は必

要ない。しかし、配列がデュプレックスである場合、配列は恐らくは変性する必

要がある。当該分野で公知の種々の技術によって変性を行うことができる。

      【００２９】

  分析物核酸およびプローブを、プローブ中の標的配列と分析物中の推定標的配

列との安定なハイブリダイゼーションを促進する条件下でインキュベートする。

分析物に結合させるために使用するプローブ領域を、遺伝子の標的領域に完全に



(27) 特表２００３－５２９３３１

相補的にすることができる。したがって、偽陽性を防止するために高ストリンジ

ェンシー条件が望ましい。しかし、高ストリンジェンシー条件は、プローブがゲ

ノム中でユニークな染色体領域に相補的である場合のみに使用する。ハイブリダ

イゼーションのストリンジェンシーを、ハイブリダイゼーション中および洗浄工

程中の多数の要因（温度、イオン強度、塩基の組成、プローブ長、およびホルム

アミド濃度を含む）によって決定する。一定の環境下では、標的配列の検出手段

を得るためにより高次のハイブリッド（トリプレックス、クアドラプレックス）

の形成が望ましいであろう。

      【００３０】

  存在するならば、得られたハイブリッドの検出を、通常、標識プローブの使用

によって行う。あるいは、プローブは非標識であってよいが、直接的または間接

的に標識されたリガンドとの特異的結合によって検出可能である。適切な標識な

らびにプローブおよびリガンドの標識法は当該分野で公知であり、例えば、公知

の方法（ニックトランスレーション、ランダムプライミング、またはキナーゼ処

理）によって取り込むことができる放射性標識、ビオチン、蛍光基、化学発光基

（例えば、ジオキセタン、特に誘導ジオキセタン）、酵素、抗体などが含まれる

。この基本的スキームの変形形態が当該分野で公知であり、外来性物質由来の検

出されるべきハイブリッドの分離を容易にし、そして／または標識部分由来のシ

グナルを増幅する変形形態が含まれる。多数のこれらの変形形態が周知である。

      【００３１】

  上記のように、非ＰＣＲベースのスクリーニングアッセイもまた本発明に含ま

れる。この手順は、核酸プローブ（または通常のホスホジエステルと置換したホ

スホン酸メチル骨格などのアナログ）と低レベルのＤＮＡ標識とをハイブリダイ

ズさせる。このプローブは、プローブに共有結合した酵素を有するので、共有結

合架橋によりハイブリダイゼーションの特異性は干渉されない。次いで、酵素－

プローブ－標的核酸複合体を、有利のプローブ酵素結合物から単離して、酵素検

出に添加することができる。１０３～１０６倍の感度の増加をもたらす発色およ

びルミネセンス出力の変化として、酵素活性が観察される。例えば、オリゴデオ

キシヌクレオチド－アルカリ性ホスファターゼ結合物の調整およびハイブリダイ
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ゼーションプローブとしてのその使用は周知である。

      【００３２】

  ２段階標識増幅法は当該分野で公知である。これらのアッセイは、小さなリガ

ンド（ジゴキシゲニン、ビオチンなど）を標的遺伝子に特異的に結合可能な核酸

プローブに結合させる原理に従う。対立遺伝子特異的プローブはまた、本実施例

の範囲内である。

      【００３３】

  １つの例では、核酸プローブに結合する小さなリガンドは、抗体－酵素結合物

によって認識される。この例の１つの実施形態では、ジゴキシゲニンを核酸プロ

ーブに結合させる。化学発光基質にシフトする抗体－アルカリ性ホスファターゼ

結合物によってハイブリダイゼーションを検出する。第２の例では、小さなリガ

ンドを、第１のリガンドと特異的に複合体化することができる第２のリガンド－

酵素結合物によって認識する。この例の周知の実施形態は、ビオチン－アビジン

型の相互作用である。核酸プローブの標識法およびビオチン－アビジンベースの

アッセイにおけるその使用は周知である。

      【００３４】

  これはまた、本発明の核酸プローブアッセイが遺伝子を検出可能な核酸プロー

ブのカクテルを使用する本発明の範囲内であると意図される。したがって、細胞

サンプル中のＫＶＬＱＴ１の存在を検出するための１つの例では、ＫＶＬＱＴ１

に相補的な１つを超えるプローブを使用し、特に異なるプローブの数は、２、３

、または５つの異なる核酸プローブ配列である。別の例では、カクテルがＫＶＬ

ＱＴ１改変患者集団中で同定される対立遺伝子特異的突然変異に結合することが

できるプローブを含む場合、患者中のＫＶＬＱＴ１遺伝子配列の突然変異の存在

を検出するためにＫＶＬＱＴ１に相補的な１つを超えるプローブを使用する。こ

の実施形態では、任意の数のプローブを使用することができる。

      【００３５】

  適切な宿主細胞中での複製によって、大量の本発明のポリヌクレオチドを産生

させることができる。所望のフラグメントをコードする天然または合成のポリヌ

クレオチドフラグメントを、原核細胞または真核細胞への導入および複製が可能
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な組換えポリヌクレオチド構築物（通常、ＤＮＡ構築物）に組み込む。通常、ポ

リヌクレオチド構築物は、酵母または細菌などの単細胞宿主中での複製に適切で

あるが、培養哺乳動物もしくは植物または他の真核細胞株への導入（ゲノム内へ

組み込まれるか組み込まれない）を意図することもできる。本発明の方法によっ

て産生される核酸の精製は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．、１９８

９またはＡｕｓｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．、１９９２に記載されている。

      【００３６】

  本発明のポリヌクレオチドを、化学合成（例えば、Ｃｅａｕｃａｇｅ  ａｎｄ

  Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ（１９８１）に記載のホスホルアミダイド法またはＭａｔ

ｔｅｕｃｃｉ  ａｎｄ  Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ（１９８１）のトリエステル法）に

よって産生するか、市販の自動化オリゴヌクレオチド合成機で行うこともできる

。相補鎖の合成および適切な条件下での鎖の相互アニーリング、またはＤＮＡポ

リメラーゼを使用した相補鎖への適切なプライマー配列の添加のいずれかによっ

て、化学合成の一本鎖産物からデュプレックスフラグメントを得ることができる

。

      【００３７】

  原核宿主または真核宿主への導入のために調製されたポリヌクレオチド構築物

は、所望のポリペプチドをコードする意図するポリヌクレオチドフラグメントを

含む宿主によって認識される複製系を含み得るか、好ましくは、ポリペプチドコ

ードセグメントに作動可能に連結された転写および翻訳開始調節配列も含む。発

現ベクターは、例えば、複製起点または自律複製配列（ＡＲＳ）および発現調節

配列、プロモーター、エンハンサーおよび必要なプロセシング情報部位（リボゾ

ーム結合部位）、ＲＮＡスプライス部位、ポリアデニル化部位、転写終結配列、

およびｍＲＮＡ安定化配列を含み得る。このようなベクターを、当該分野で周知

の標準的な組換え技術によって調製することができ、これはＳａｍｂｒｏｏｋ  

ｅｔ  ａｌ．（１９８９）またはＡｕｓｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）で

考察されている。

      【００３８】

  宿主中で機能的な適切なプロモーターおよび他の必要なベクター配列を選択し



(30) 特表２００３－５２９３３１

、これには、適切ならば、ＫＶＬＱＴ１または他の遺伝子と天然に会合する配列

を含み得る。細胞株と発現ベクターとの機能的組み合わせの例は、Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９）またはＡｕｓｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．（１９９

２）に記載されている。また、Ｍｅｔｚｇｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９８８を参照

のこと。多数の有用なベクターが当該分野で公知であり、このようなベクターは

Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｐｒｏｍｅ

ｇａ  Ｂｉｏｔｅｃｈなどから得ることができる。ｔｒｐ、ｌａｃ、およびファ

ージプロモーター、ｔＲＮＡプロモーター、および解糖酵素プロモーターなどの

プロモーターを、原核生物で使用することができる。有用な酵母プロモーターに

は、メタロチオネイン、３－ホスホグリセリン酸キナーゼ、または他の解糖酵素

（エノラーゼまたはグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼなど）、

マルトースおよびガラクトース利用を担う酵素などのプロモーター領域が含まれ

る。酵母発現での使用に適切なベクターおよびプロモーターは、Ｈｉｔｚｅｍａ

ｎ  ｅｔ  ａｌ．に付与された欧州特許第７３，６７５Ａにさらに記載されてい

る。適切な非天然哺乳動物プロモーターには、ＳＶ４０由来の初期および後期プ

ロモーター（Ｆｉｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．、１９７８）またはマウスモロニー白血

病ウイルス、マウス腫瘍ウイルス、トリ肉腫ウイルス、アデノウイルスＩＩ、ウ

シ乳頭腫ウイルス、またはポリオーマウイルス由来のプロモーターが含まれる。

さらに、遺伝子のコピーを多数作製することができるように、構築物を増幅用遺

伝子（例えば、ＤＨＦＲ）に結合することができる。適切なエンハンサーおよび

他の発現調節配列については、「エンハンサーおよび真核遺伝子発現」、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａ

ｒｂｏｒ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８３も参照のこと。例えば、米国特許第５，

６９１，１９８号、同第５，７３５，５００号、同第５，７４７，４６９号、お

よび同第５，４３６，１４６号もまた参照のこと。

      【００３９】

  このような発現ベクターは自律的に複製することができる一方で、当該分野で

周知の方法によって宿主細胞のゲノムへの挿入によっても複製することができる

。
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      【００４０】

  発現およびクローニングベクターは、選択マーカー（ベクターで形質転換され

た宿主細胞の生存または成長に必要なタンパク質をコードする遺伝子）を含むよ

うである。この遺伝子の存在により、インサートを発現する宿主細胞のみの成長

が保証される。典型的な選択遺伝子は、ａ）抗生物質または他の有毒基質（例え

ば、アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセートなど）への耐性を付与する

タンパク質、ｂ）栄養要求欠失に相補的なタンパク質、またはｃ）天然培地から

は利用不可能な重要な栄養素を提供する（Ｂａｃｉｌｌｕｓ属のＤ－アラニンラ

セマーゼをコードする遺伝子）タンパク質をコードする。適切な選択マーカーの

選択は宿主細胞に依存し、異なる宿主に適切なマーカーは、当該分野で周知であ

る。

      【００４１】

  目的の核酸を含むベクターを、ｉｎ  ｖｉｔｒｏで転写することができ、得ら

れたＲＮＡを例えば注入（Ｋｕｂｏ  ｅｔ  ａｌ．、１９８８を参照のこと）に

よって宿主細胞に直接導入することができるか、当該分野で主知の方法によって

ベクターを宿主細胞に直接導入することができ、この方法は細胞宿主の型に依存

してシフトするが、エレクトロポレーション、塩化カルシウム、塩化ルビジウム

、リン酸カルシウム、ＤＥＡＥ－デキストラン、または他の基質を使用したトラ

ンスフェクション、マイクロプロジェクタル衝撃、リポフェクション、感染（ベ

クターがレトロウイルスゲノムなどの感染因子である場合）、および他の方法が

含まれる。一般に、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９）またはＡｕｓ

ｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）を参照のこと。当該分野で公知の任意の方

法（特に、上記の方法を含む）による宿主細胞へのポリヌクレオチドの導入を、

本明細書中では「形質転換」という。上記の核酸を導入した細胞は、このような

細胞の子孫も含むことを意味する。

      【００４２】

  大量の本発明の核酸およびポリペプチドを、ベクターまたは適合性原核または

真核宿主細胞中の発現送達体中でのＫＶＬＱＴ１核酸またはその一部の発現によ

って調製することができる。最も一般的に使用されている原核生物宿主は、Ｅｓ
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ｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ株であるが、Ｂａｃｉｌｌｕｓ  ｓｕｂｔｉｌｉ

ｓまたはＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓなどの他の原核生物も使用することができる。

      【００４３】

  哺乳動物または他の真核宿主細胞（酵母、糸状菌、植物、昆虫、または両生類

、または鳥類など）もまた、本発明のタンパク質の産生に有用であり得る。培養

物中での哺乳動物細胞の増殖自体が周知である。Ｊａｋｏｂｙ  ａｎｄ  Ｐａｓ

ｔａｎ（編）（１９７９）を参照のこと。一般的に使用されている哺乳動物宿主

株の例は、ＶＥＲＯおよｂＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ

）細胞、ＷＩ３８、ＢＨＫ、およびＣＯＳ細胞株であるが、例えばより高い発現

、所望のグリコシル化パターン、または他の特徴を得るために他の細胞株が適切

であることが当業者に認識される。一般に使用されている昆虫細胞株の例はＳＦ

９である。

      【００４４】

  ベクター構築様式に依存したマーカーの使用によって、クローンを選択する。

マーカーは、同一または異なるＤＮＡ分子、好ましくは同一のＤＮＡ分子であり

得る。原核生物宿主では、アンピシリン、テトラサイクリン、または他の抗生物

質への耐性によって形質転換体を選択することができる。温度感受性に基づいた

特定の産物を適切なマーカーとして使用することができる。

      【００４５】

  本発明のポリヌクレオチドで形質転換された原核細胞または真核細胞は、本発

明の核酸およびポリペプチドの産生だけでなく、例えば、ＫＶＬＱＴ１または他

のポリペプチドの特徴の研究にも有用である。

      【００４６】

  ＫＶＬＱＴ１または本明細書中で開示の他の遺伝子配列に基づいたプローブお

よびプライマーを使用して、他の種中の相同なＫＶＬＱＴ１または他の遺伝子配

列ならびにタンパク質を同定する。これらの遺伝子およびタンパク質は、単離さ

れた種の本明細書中に記載の診断／予防、治療、および薬物スクリーニングに使

用される。

      【００４７】
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  以下の実施例に記載の研究により、多数の新規の突然変異が同定される。以前

の研究では、ＬＱＴＳ遺伝子ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１

、およびＫＣＮＥ２の突然変異を生じる１２６の異なる疾患を定義した（Ｗａｎ

ｇ  Ｑ．ｅｔ  ａｌ．、１９９６ａ；Ｃｕｒｒａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５；

Ｗａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５ａ；Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９

９７ａ；Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｃｈｏｕａｂｅ  ｅｔ  ａｌ

．、１９９７；Ｗｏｌｌｎｉｋ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｎｅｙｒｏｕｄ  ｅ

ｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７ｂ；Ｔｙｓ

ｏｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓｃｈｕｌｚｅ－Ｂａｈｒ  ｅｔ  ａｌ．、１

９９７；Ｐｒｉｏｒｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａ

ｌ．、１９９８；Ｗａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５ｂ；Ｒｕｓｓｅｌｌ  ｅｔ

  ａｌ．、１９９６；Ｎｅｙｒｏｕｄ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｎｅｙｒｏｕ

ｄ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｄｏｎｇｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｔａｎ

ａｋａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｊｏｎｇｂｌｏｅｄ  ｅｔ  ａｌ．、１９９

９；Ｐｒｉｏｒｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｉｔｏｈ  ｅｔ  ａｌ．、１９９

８ａ；Ｉｔｏｈ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８ｂ；Ｍｏｈａｍｍａｄ  Ｐａｎａｈ  

ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｓａａｒｉｎｅｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ａｃｋ

ｅｒｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｂｅｒｔｈｅｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９

９；Ｋａｎｔｅｒｓ、１９９８；ｖａｎ  ｄｅｎ  Ｂｅｒｇ  ｅｔ  ａｌ．、１

９９７；Ｄａｕｓｓｅ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；Ｂｅｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．

、１９９６；Ａｋｉｍｏｔｏ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｓａｔｌｅｒ  ｅｔ  

ａｌ．、１９９６；Ｓａｔｌｅｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｍａｋｉｔａ  ｅ

ｔ  ａｌ．、１９９８；Ａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｓｃｈｕｌｚｅ－Ｂａ

ｈｒ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５；Ｄｕｇｇａｌ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｃｈ

ｅｎ  Ｑ．  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｌｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９８；Ｗｅｉ  

ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｌａｒｓｅｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９ａ；Ｂｉａｎ

ｃｈｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ａｃｋｅｒｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９

ａ；Ａｃｋｅｒｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９ｂ；Ｍｕｒｒａｙ  ｅｔ  ａｌ

．、１９９９；Ｌａｒｓｅｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９ｂ；Ｙｏｓｈｉｄａ  ｅ
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ｔ  ａｌ．、１９９９；Ｗａｔｔａｎａｓｉｒｉｃｈａｉｇｏｏｎ  ｅｔ  ａｌ

．、１９９９；Ｂｅｚｚｉｎａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｈｏｏｒｎｔｊｅ  

ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。各野生型遺伝子の配列は公開されている。ＫＶＬＱ

Ｔ１じゃＳｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．（１９９８）に見出すことができ、ｃ

ＤＮＡのコード領域を本明細書中に配列番号１として示し、コードＫＶＬＱＴ１

を配列番号２として示す。ＳＣＮ５Ａは、Ｇｅｌｌｅｎｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９

９２）で報告され、その配列をＧｅｎＢａｎｋ番号ＮＭ＿０００３３５で得られ

る。ＳＣＮ５Ａのコード配列を本明細書中の配列番号３で示し、コードＳＣＮ５

Ａを、配列番号４として示す。ほとんどの突然変異は、ＫＶＬＱＴ１（Ｙｏｓｈ

ｉｄａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）およびＨＥＲＧ（Ｉｔｏｈ  ｅｔ  ａｌ．、

１９９８ｂ）で見出され、ＳＣＮ５Ａ（Ｗａｎｇ  Ｑ．  ｅｔ  ａｌ．、１９９

６ａ）、ＫＣＮＥ１（Ｊｉａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９４）、およびＫＣＮＥ

２（Ｗａｒｄ、１９６４）ではより少なかった。これらの突然変異は、公知のイ

ントロン／エクソン構造を有する領域、主に膜貫通および小孔ドメインで同定さ

れた。本研究では、本発明者らは、公知の全ての不整脈遺伝子の突然変異につい

て２５２人のＬＱＴＳ個体をスクリーニングした。本発明者らは１３４個の突然

変異を同定し、そのうち８０個が新規であった。本発明者らの以前の研究におけ

る４３個の突然変異とあわせると、現在２６２人のＬＱＴＳ個体中１７７個の突

然変異を同定した（６８％）。個体の３２％の突然変異を同定不可能であったの

は、表現型のエラー、不完全なＳＳＣＰ感受性、または調節配列中突然変異の存

在に起因し得る。しかし、さらなるＬＱＴＳ遺伝子が発見されることも明らかで

ある（Ｊｉａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９４；Ｓｃｈｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１

９９５）。

      【００４８】

  ミスセンスが最も一般的（７２％）で、次いでフレームシフト突然変異（１０

％）、インフレーム欠失、ナンセンス、およびスプライス部位突然変異（それぞ

れ５～７％）と続く。ほとんどの突然変異は、細胞内（５２％）および膜貫通（

３０％）ドメインで起こっていた。１２％は小孔で見出され、６％は細胞外セグ

メントで見出された。１２９個の異なるＬＱＴＳ突然変異のうち１００個（７８
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％）が単一の家族または個人であった。１７７個の突然変異のほとんどは、ＫＶ

ＬＱＴ１（７５または４２％）およびＨＥＲＧ（８０または４５％）に見出され

た。これら２つの遺伝子は、同定された突然変異の８７％を占めるが、ＳＣＮ５

Ａ（１４または８％）、ＫＣＮＥ１（５または３％）、およびＫＣＮＥ２（３ま

たは２％）中の突然変異は１３％を占めた。

      【００４９】

  ＫＶＬＱＴ１およびＨＥＲＧのＳ５、Ｓ５／Ｐ、Ｐ、およびＳ６をコードする

領域で複数の突然変異が見出された。カリウムチャネルのＰ領域は外側の小孔を

形成し、選択フィルターを含む（Ｄｏｙｌｅ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８）。Ｋｃ

ｓＡの内部ラセンに対応する膜貫通セグメント６は、小孔の２／３内部に形成さ

れる。この構造は、ＫｃｓＡの外側のラセンに対応するＳ５膜貫通セグメントに

よって支持され、原核生物から真核生物にまで保存されている（ＭａｃＫｉｎｎ

ｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９８）。これらの領域の突然変異は、おそらくカリウ

ム輸送を乱すであろう。ＫＶＬＱＴ１およびＨＥＲＧのＣ末端に多数の突然変異

が同定された。ＨＥＲＧのＣ末端のシフトにより、四量体形成が異常になり、こ

れは、ＨＥＲＧに関してはｅａｇのＣ末端がこの工程に関連することが提案され

ている（Ｌｕｄｗｉｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９４）。

      【００５０】

  ＫＶＬＱＴ１およびＨＥＲＧと異なる領域にも複数の突然変異が同定された。

ＫＶＬＱＴ１では、Ｓ２／Ｓ３およびＳ４／Ｓ５リンカーをコードする配列に複

数の突然変異が見出された。Ｘｅｎｏｐｕｓ卵母細胞における野生型ＫＶＬＱＴ

１とのＳ２／Ｓ３突然変異体の同時発現により、ＩＫｓチャネルの生物物理学的

性質を有意にシフトさせる異なる単純な機能喪失またはドミナントネガティブ効

果が誘導された（Ｃｈｏｕａｂｅ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｓｈａｌａｂｙ  

ｅｔ  ａｌ．、１９９７；Ｗａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。それに対して

、Ｓ４／Ｓ５突然変異はチャネルのゲーティング特性をシフトさせ、かつｍｉｎ

ＫサブユニットとのＫＶＬＱＴ１相互作用を改変した（Ｗａｎｇ  ｅｅｔ  ａｌ

．、１９９９；Ｆｒａｎｑｕｅｚａ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。ＨＥＲＧでは

、Ｎ末端で２０個を超える突然変異が同定された。個の領域を欠くＨＥＲＧチャ
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ネルは、より急速に非活性化され、この領域の突然変異は類似の効果を有する（

Ｃｈｅｎ  Ｊ．ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。

      【００５１】

  ｍｉｎＫおよびＭｉＲＰ１（それぞれＩｋｓおよびＩＫｒのβ－サブユニット

）をコードするＫＣＮＥ１およびＫＣＮＥ２の突然変異は、チャネルの生物物理

学的性質をシフトさせた（Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７ａ；Ａｂ

ｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｓｅｓｔｉ  ａｎｄ  Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ

、１９９８）。クラリスロマイシン誘導性不整脈に関連するＭｉＲＰ１突然変異

は、抗生物質によるチャネル遮断を増加させた（Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、

１９９９）。ＳＣＮ５Ａ（心臓ＩＮａを担うナトリウムチャネルαサブユニット

）の突然変異は、不活化ゲートを不安定化させて、チャネル不活化を遅延させ、

再開口を分散した（Ｂｅｎｎｅｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５；Ｄｕｍａｉｎｅ

  ｅｔ  ａｌ．、１９９６；Ｗｅｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９；Ｗａｎｇ  ＤＷ

  ｅｔ  ａｌ．、１９９６）。１つのＳＣＮ５Ａ突然変異は、ナトリウムチャネ

ルβサブユニットとの相互作用に影響を与えた（Ａｎ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８

）。

      【００５２】

  ＫＣＮＥ１およびＫＣＮＥ２突然変異の発端者は他の遺伝子型を有する発端者

よりも老いており、かつＱＴが短いことに留意のこと。これらの相違の有意性は

未知であるが、ＫＣＮＥ１およびＫＣＮＥ２遺伝子型を有する発端者の数は少な

い。

      【００５３】

  この突然変異カタログにより、遺伝子型－表現型分析が容易になる。これはま

た、前駆症状診断および、いくつかの症例では治療についての臨床的意味を有す

る。例えば、ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２が突然変

異した患者は、カリウム治療で恩恵を受け得る（Ｃｏｍｐｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．

、１９９６）。それに対して、ナトリウムチャネルブロッカーはＳＣＮ５Ａ突然

変異患者に有益であり得る（Ｓｃｈｗａｒｔｚ  ｅｔ  ａｌ．、１９９５）。突

然変異の同定は、イオンチャネル研究と同様に重要である。異種系の突然変異チ
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ャネルの発現によって、構造シフトがチャネルの挙動にどのように影響を与える

のかまたは突然変異によってどのようにプロセシングに影響を与えるのかを明ら

かにすることができる（Ｚｈｏｕ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８；Ｆｕｒｕｔａｎｉ

  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。これらの研究により、チャネル機能の理解が深め

られ、疾患の機構が洞察される。最後に、突然変異の同定は、不整脈感受性の遺

伝子スクリーニングの開発に貢献する。

      【００５４】

  本発明を以下の実施例によって示すが、これは例示を目的とし、本発明の限定

を意図しない。当該分野で周知の標準的な技術または実施例に特別に記載の技術

を利用した。

      【００５５】

  実施例１：確認および表現型分類。北米および欧州の診療所で個体を確認した

。個体を、ＱＴｃ（心拍数で修正したＱＴ間隔）に基づくＬＱＴＳおよび症状の

存在について評価した。本研究では、発端者に注目した。個体は、ＱＴ間隔の延

長を示し（４６０ｍｓ以上のＱＴｃ）、そして／またはｔｏｒｓａｄｅ  ｄｅ  

ｐｏｉｎｔｅｓ、心室細動、心停止、または異常な突然死を記録した。地域の検

閲局ガイドラインに従って、同意通知を得た。表現型データを、遺伝子型の知識

なしで解釈した。コード領域が改変しているか少なくとも４００個の染色体で検

出されなかったスプライシングに影響を与えると予想される配列のシフトを突然

変異と定義した。コントロール集団中のいかなる遺伝子にも既知の多形以外にシ

フトは検出されなかった。これにより、いくつかの突然変異は疾患に関連しない

稀な突然変異であるという可能性が排除されない。

      【００５６】

  実施例２：突然変異分析。ＬＱＴＳ突然変異を同定するために、ＳＳＣＰ（一

本鎖立体配座多形）およびＤＮＡ配列分析を使用して、２６２人の無関係のＬＱ

ＴＳ個体をスクリーニングした。１７個のプライマー対を使用してＫＶＬＱＴ１

をスクリーニングし（Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９８）、３個のプ

ライマー対をＫＣＮＥ１（Ｓｐｌａｗｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．、１９９７ａ）およ

びＫＣＮＥ２（Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）に使用した。３３個の



(38) 特表２００３－５２９３３１

プライマー対（Ｗａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．、１９９６ｂ）をＳＳＣＰ分析に使用し

て、ＩＮａが異常と疑われる５０人の個体の全ＳＣＮ５Ａエクソンをスクリーニ

ングした。以前に突然変異が同定されているエクソン２３～２８が２６２人全員

の個体でスクリーニングされた。

      【００５７】

  性、年齢、ＱＴｃ、および症状の存在を表１にまとめる。確認での平均年齢は

４９２ｍｓの修正ＱＴ間隔を有する２９歳であった。７５％は、症状の履歴を有

し、女性は約２：１の比で優勢であった。数は少ないが、ＫＣＮＥ１およびＫＣ

ＮＥ２突然変異を有する個体の修正ＱＴ間隔は、４５７ｍｓとより短い。

      【００５８】

【表１】

表  １

年齢、ＱＴｃ、性、および症状の存在

＊確認時の年齢、

＋症状には失神、心停止、または突然死が含まれる。

      【００５９】

  ＳＳＣＰ分析により多数の突然変異が明らかとなった。５２人の個体でＬＱＴ

Ｓに関連するＫＶＬＱＴ１突然変異が同定された（図１および表２）。２０個の



(39) 特表２００３－５２９３３１

突然変異は新規であった。６８人のＬＱＴＳ個体でＨＥＲＧ突然変異が同定され

た（図２および表３）。これらの突然変異のうち２３個の突然変異は新規であっ

た。８人の症例でＳＣＮ５Ａ突然変異が同定された（図３および表４）。突然変

異のうち５つが新規であった。３個の新規のＫＣＮＥ１突然変異が同定され（図

４および表５）、ＫＣＮＥ２に３個の突然変異が同定された（図５および表６）

（Ａｂｂｏｔｔ  ｅｔ  ａｌ．、１９９９）。４００個のコントロール染色体で

ＫＶＬＱＴ１、ＨＥＲＧ、ＳＣＮ５Ａ、ＫＣＮＥ１、およびＫＣＮＥ２突然変異

が認められた。

      【００６０】

【表２】
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      【００６１】

【表３】
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      【００６２】
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【表４】

      【００６３】
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【表５】

      【００６４】

【表６】
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      【００６５】
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【表７】

      【００６６】
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【表８】

      【００６７】

【表９】
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      【００６８】

【表１０】

表  ５

全ＫＣＮＥ１変異のまとめ＊
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＊全ての文字が表２と同一である。

      【００６９】

【表１１】

表  ６

全ＫＣＮＥ２突然変異のまとめ
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      【００７０】

【表１２】

表  ７

型による突然変異

＊ＡＡはアミノ酸を示す。

      【００７１】

【表１３】

表  ８

位置による突然変異
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      【００７２】

  本発明を本発明の好ましい実施形態の詳細を参考にして本特許出願で開示して

いるが、当業者によって発明の精神および添付の特許請求の範囲の範囲内で修正

形態を容易に行されることが意図されるように、この開示は限定の意味よりもむ

しろ例示を意図していることが理解される。

      【００７３】

文献のリスト

      【００７４】

【表１４】
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      【００７５】

【表１５】
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      【００７６】

【表１６】
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      【００７７】

【表１７】
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      【００７８】
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【表１８】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ＫＶＬＱＴ１の予想トポロジーおよびＬＱＴＳ関連突然変異の位置の略図であ

る。ＫＶＬＱＴ１は、６つの推定膜貫通セグメント（Ｓ１～Ｓ６）および小孔（

Ｐｏｒｅ）領域からなる。各円は、アミノ酸を示す。本発明者らが同定したＬＱ

ＴＳ関連突然変異のおおよその位置を黒丸で示す。

    【図２】

  ＨＥＲＧ突然変異の略図である。ＨＥＲＧは、６つの推定膜貫通セグメント（

Ｓ１～Ｓ６）および小孔（Ｐｏｒｅ）領域からなる。ＬＱＴＳ関連突然変異の位

置を黒丸で示す。

    【図３】

  ＳＣＮ５ＡおよびＬＱＴＳ関連突然変異の位置の略図である。ＳＣＮ５Ａは、

４つのドメイン（ＤＩ～ＤＩＶ）からなり、それぞれ６つの推定膜貫通セグメン

ト（Ｓ１～Ｓ６）および小孔（Ｐｏｒｅ）領域を有する。本発明者らが同定した

ＬＱＴＳ関連突然変異の位置を黒丸で示す。

    【図４】

  ｍｉｎＫおよびＬＱＴ関連突然変異の位置の略図である。ｍｉｎＫは１つの推

定膜貫通セグメント（Ｓ１）からなる。本発明者らが同定したＬＱＴＳ関連突然

変異のおおよその位置を黒丸で示す。

    【図５】

  ＭｉＲＰ１の予想トポロジーおよび不整脈関連突然変異の位置の略図である。

ＭｉＲＰ１は１つの推定膜貫通セグメント（Ｓ１）からなる。本発明者らが同定

した不整脈関連突然変異のおおよその位置を黒丸で示す。
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    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】

【図５】
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【国際調査報告】
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