
(57)【要約】
本発明は、チロシンキナーゼ阻害薬剤による処置に対するチロシンキナーゼ応答性、たと
えばフィラデルフィア染色体陽性白血病患者の応答性を予測するための２形態のゲノム解
析の使用に関するものである。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 患 者 に お い て 、 ど の 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬
剤 に 応 答 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て 血 中 Ｒ Ｎ Ａ 発
現 レ ベ ル を 測 定 し 、
ｂ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 平 均 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 患 者 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し 、
ｃ ） ｂ ） で の 比 較 か ら 得 ら れ る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 を 決 定 し 、
ｄ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ７ に 等 し い か ま た は そ れ よ り 大 き い 場 合 、 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
阻 害 剤 に 対 す る 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 を 有 す る も の と 決 定 し 、 そ し て
ｅ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ７ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 が 非 応 答 者 で あ る も の と 決 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 患 者 に お い て 、 ど の 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬
剤 に 応 答 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て 血 中 Ｒ Ｎ Ａ 発
現 レ ベ ル を 測 定 し 、
ｂ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 平 均 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 患 者 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し 、
ｃ ） ｂ ） で の 比 較 か ら 得 ら れ る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 を 決 定 し 、
ｄ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ４ に 等 し い か ま た は そ れ よ り 大 き い 場 合 、 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
阻 害 剤 に 対 す る 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 を 有 す る も の と 決 定 し 、 そ し て
ｅ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ４ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 が 非 応 答 者 で あ る も の と 決 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子
の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ
Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１ ） で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 表 １ ２ Ａ に お け る ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の み が 使 用 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患
個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 個 体 に 存 在 す る ２ コ ピ ー の Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ａ Ｃ ０ ２ ０ ７ ０ ５ .４ の ３ ６
２ １ １ 位 に あ る 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 ま た は 一 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 は 良
好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 は 低 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患
個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 個 体 に 存 在 す る ２ コ ピ ー の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８ １
９ 位 に あ る 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 ま た は 一 方
が Ｇ Ｃ で も う 一 方 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
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こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患
個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 個 体 に 存 在 す る ２ コ ピ ー の Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３
位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
ｂ ） 両 方 の 対 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 一 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 方 が Ｃ
Ｇ で あ る 場 合 ま た は 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ
Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１ ） で あ る 、 請 求 項 ６ 、 ７ ま た は ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患
者 に お け る 陽 性 臨 床 応 答 の 確 率 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 、
（ ｂ ） 患 者 か ら 得 た 試 料 に お い て 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、 そ し て
（ ｃ ） （ ｂ ） で 測 定 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 、 表 １ ２ Ａ
お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た 同 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し 、 そ し て
（ ｄ ） （ ｃ ） で 測 定 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 間 に お け る 類
似 性 の 程 度 を 測 定 し 、 そ し て
（ ｅ ） ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 間 に お け る 類 似 性 の 程 度 か ら 、 患
者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に 応 答 す る 確 率 を 測 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 が フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 で あ る 、 請
求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ
Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１ ） で あ る 、 請 求 項 １ １ ま た は １ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 組 織 生 検 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 腹 水 、 嚢 胞 液 、 尿 、 喀 痰 、
糞 便 、 唾 液 、 気 管 支 吸 引 物 、 Ｃ Ｓ Ｆ ま た は 毛 髪 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ～
１ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 組 織 生 検 細 胞 試 料 ま た は そ こ か ら 培 養 さ れ た 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま
た は １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 組 織 生 検 が 、 骨 髄 ま た は 固 体 組 織 の 生 検 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 織 生 検 が 、 固 形 腫 瘍 か ら 取 出 さ れ た 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 試 料 が 、 細 胞 試 料 の ラ イ ゼ ー ト で あ る 、 請 求 項 １ ３ ～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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　 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺
伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 転 写 レ ベ ル が 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 転 写 レ ベ ル が 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 に
対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 測 定 段 階 が さ ら に ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 む 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 転 写 レ ベ ル が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ 防 御 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 に よ り 測 定 さ れ る
、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル が 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー
遺 伝 子 に つ い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た ３ １ 遺 伝 子 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た ３ １ 遺 伝 子 に よ り 構 成 さ れ る 、 請
求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 段 階 （ ｃ ） に お け る 類 似 性 の 程 度 が 、 そ の 値 が 遺 伝 子 発 現 値 の 類 似 性 の 既 知 関 数 で あ る
相 関 係 数 を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 相 関 係 数 が ピ ア ソ ン 相 関 係 数 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤
応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .
５ ４ よ り 大 ま た は そ れ に 等 し い 場 合 、 患 者 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 非 応
答 者 と し て 分 類 さ れ 、 そ し て 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け
る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ４ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に
対 す る 応 答 者 と し て 分 類 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤
応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .
５ ７ よ り 大 ま た は そ れ に 等 し い 場 合 、 患 者 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 非 応
答 者 と し て 分 類 さ れ 、 そ し て 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け
る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ７ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に
対 す る 応 答 者 と し て 分 類 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以
上 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 方 法 が 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５
５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ
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ル を 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル が 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す
る 試 薬 を 用 い る こ と に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 試 薬 が 、 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル が 、 各 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 標 識 プ ロ
ー ブ を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ ～ ３ ３ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 標 識 プ ロ ー ブ が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の
応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る ２ コ ピ ー の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ
４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に つ い て 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 と し て 称 さ れ る 多 型 部 位 に お け る ヌ ク
レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
（ ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 、 ま た は 一 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合
は 良 好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 は 低 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患
患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、 ２ コ ピ ー の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８
１ ９ 位 に あ る 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 ま た は 一 方
が Ｇ Ｃ で も う 一 方 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患
患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、 ２ コ ピ ー の Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １
４ ２ ３ 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て
ｂ ） 両 方 の 対 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 そ し て 一 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一
方 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 ま た は 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 が フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 で あ る 、 請
求 項 ３ ７ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ
Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１ ） で あ る 、 請 求 項 ３ ７ ～ ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 方 法 が エ ク ス ビ ボ で 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ～ ４ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
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　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応
答 性 の 測 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、
表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は ３ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 に
対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 手 段
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 検 出 手 段 が 、 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ４
３ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 標 識 抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 通 し て 検 出 さ れ る 、 請
求 項 ４ ３ ま た は ４ ４ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 さ ら に 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る た め の 手 段 を 含 む 、 請 求 項 ４ ３ ～ ４ ５ の い ず れ か に 記
載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド 検 出 手 段 お よ び 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 を 含 む 、
請 求 項 ４ ３ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 さ ら に 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の 説 明 書 を 含 む 、 請 求 項 ４
３ ～ ４ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 に つ い て の 治 療 戦 略 の 決 定 で 使 用 さ れ る キ ッ
ト で あ っ て 、
（ ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ
れ 以 上 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 手 段 、
（ ｂ ） 上 記 手 段 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 で あ
っ て 、 そ こ で 上 記 手 段 が ポ リ ペ プ チ ド と 複 合 体 を 形 成 し 得 る 容 器 、
（ ｃ ） （ ｂ ） の 複 合 体 を 検 出 す る 手 段 、 お よ び 所 望 に よ り
（ ｄ ） 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る
応 答 性 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を
測 定 す る た め の 手 段
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 転 写 レ ベ ル 測 定 用 手 段 が 、 上 記 遺 伝 子 の 転 写 産 物 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 上 記 遺 伝 子 に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は
ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 す る こ と が で き る 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 転 写 レ ベ ル が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ 防 御 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 に よ り 測 定 さ れ る
、 請 求 項 ５ ０ ～ ５ ２ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 さ ら に 、 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る た め の 手 段 を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ ～ ５ ３ の い ず れ か に
記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
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　 さ ら に 転 写 レ ベ ル 測 定 手 段 お よ び 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 を 含 む 、 請
求 項 ５ ０ ～ ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 さ ら に 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の 説 明 書 を 含 む 、 請 求 項 ５
０ ～ ５ ５ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る
応 答 性 の 測 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、
（ ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 産
物 に 結 合 す る こ と が で き る 若 干 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｂ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 転 写 産 物 を 含 む 患 者 の 生 物 学 的
試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 で あ っ て 、 そ こ で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
が 転 写 産 物 と 結 合 し 得 る 容 器 、
（ ｃ ） （ ｂ ） の 結 合 を 検 出 す る 手 段 、 お よ び 所 望 に よ り
（ ｄ ） 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 測 定 段 階 （ ｂ ） が 、 さ ら に 請 求 項 ４ ３ ～ ５ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト の 使 用 を 含 む 、
請 求 項 １ ０ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子
Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の 多 型 部 位 の 同 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に
お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｆ Ｋ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ Ｃ Ｓ Ｋ 多 型 部 位 に お け
る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に お け る 多 型 パ タ ー ン
同 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ９ ８ １ ９ 位 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 多
型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る 多 型 パ タ ー
ン 同 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に
お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 さ ら に 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る 手 段 を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ 、 ６ ０ ま た は ６ １ 記 載 の キ ッ
ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 手 段 が Ｄ Ｎ Ａ 試 料 収 集 手 段 を 含 む 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 特 異 的 多 型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 が 、 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺
伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ ～ ６ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 特 異 的 多 型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 が 、 ２ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ ～ ６ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 多 型 部 位 に お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 が 、 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝
子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ ー 組
成 物 を 含 む 、 請 求 項 ５ ９ ～ ６ ５ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ ー 組 成 物 が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の 対 立 遺 伝 子 特 異 的
プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 、 請 求 項 ６ ６ 記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ２ 個 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 個 別 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ れ
て い る 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 測 定 段 階 （ ａ ） が さ ら に 請 求 項 ５ ０ ～ ５ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト の 使 用 を 含 む 、 請
求 項 ３ ７ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 背 景
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 （ Ｔ Ｋ Ｉ ） 応 答 性 疾 患 患 者 の Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 に 対 す る 応
答 性 の 予 測 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 、 た と え ば イ マ チ ニ ブ
メ シ レ ー ト ま た は イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） と し て も 知 ら
れ て い る グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） （ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ と し て も 知 ら れ て い る
） に 対 す る 患 者 応 答 を 予 測 す る た め の ゲ ノ ム 解 析 の 幾 つ か の 形 態 の 使 用 に 関 す る も の で あ
る 。 ゲ ノ ム 解 析 の タ イ プ に は 、 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び 一 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ）
の 検 出 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 先 行 技 術 の 記 載
　 ヒ ト ゲ ノ ム は 、 今 や 少 な く と も ９ ６ 種 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 に つ い て コ ー ド す る こ と
が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら の い ず れ か 一 つ の 活 性 の 制 御 が 乱 れ て も 、 何 ら か の 形 態 の 病 気 が
誘 発 さ れ 得 る 。 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 の 活 性 を 阻 害 す る 薬 剤 は 、 そ の 根 元 的 な 病 因 が 体 内
の ど こ か に お け る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 制 御 の 乱 れ を 伴 う 広 く 多 様 な 疾 患 に お い て 非 常 に 有 効
で あ る こ と が 判 っ て い る 。 こ れ ら の 薬 剤 に は イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト が 含 ま れ る 。 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 制 御 の 乱 れ を 伴 う こ と が 知 ら れ て お り 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 に 応 答 性 を 示 す 疾 患 に は 、 限
定 さ れ る わ け で は な い が 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ） 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア （ Ｐ ｈ ） 染 色
体 陽 性 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、 消 化 管 間 質 性 腫 瘍 （ Ｇ Ｉ Ｓ Ｔ ） お よ び 好 酸 球 増 多 症 候 群
の 様 々 な 形 態 が あ る 。 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 は 、 様 々 な 疾 患 の 処 置 に 使 用 さ れ る た め 、 こ れ ら の 薬 剤
に 著 し く 応 答 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 疾 患 も 増 加 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 第 一 の 上 記 公 知 疾 患 の 一 つ は 、 Ｐ ｈ 染 色 体 陽 性 （ Ｐ ｈ ＋ ） 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 で あ
る 。 様 々 な 白 血 病 形 態 は 、 類 似 し た 根 元 的 病 因 を 有 す る 様 々 な 関 連 疾 患 を 含 む 。 基 本 的 病
因 は 、 正 常 な 造 血 の 調 節 障 害 で あ る 。 こ の 過 程 は 、 成 熟 末 梢 血 細 胞 と な る 多 能 性 造 血 幹 細
胞 の 厳 重 に 調 節 さ れ た 増 殖 お よ び 分 化 を 必 要 と す る 。 白 血 病 の 全 タ イ プ に お い て 、 一 ま た
は 複 数 の 悪 性 事 象 が 造 血 経 過 中 の ど こ か で 生 じ た 結 果 、 種 々 の 機 構 に よ り 、 正 常 に は 分 化
し 得 ず 、 代 わ り に 制 御 さ れ て い な い 方 法 で 増 殖 を 続 け る 子 孫 を 生 じ る こ と に な る 。 白 血 病
は 、 罹 患 セ ル ラ イ ン お よ び 進 行 速 度 に よ っ て 急 性 型 お よ び 慢 性 型 並 び に 骨 髄 性 お よ び リ ン
パ 球 性 型 に 分 け ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｃ Ｍ Ｌ は ま た 、 慢 性 骨 髄 性 （ myeloid） 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 （ 球 ） 性 （ myelocytic） 白 血
病 ま た は 慢 性 顆 粒 球 性 白 血 病 と も 呼 ば れ る 。 Ｃ Ｍ Ｌ は 、 顆 粒 球 、 特 に 好 中 球 系 列 お よ び 時
に は 単 球 系 列 の 細 胞 の 過 剰 生 産 を 特 徴 と す る 疾 患 で あ り 、 著 し い 脾 腫 お よ び 非 常 に 高 い 白
血 球 （ Ｗ Ｂ Ｃ ） 数 を ま ね く 。 好 塩 基 球 増 加 お よ び 血 小 板 増 加 症 は 共 通 し て い る 。 特 徴 的 な
細 胞 遺 伝 的 異 常 、 Ｐ ｈ 染 色 体 は 、 ９ ５ ％ を 超 え る 症 例 で 骨 髄 細 胞 に 存 在 す る 。 こ の 改 変 さ
れ た 染 色 体 の 存 在 は 、 こ の 型 の 白 血 病 の 分 子 病 因 論 を 理 解 す る 手 掛 か り で あ り 、 か つ 患 者
に お け る 臨 床 的 改 善 を 評 価 す る 主 要 指 数 で あ る 。 Sawyers,N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ０ 巻 、
１ ７ 号 、 １ ３ ３ ０ － １ ３ ４ ０ 頁 （ １ ９ ９ ９ ） 参 照 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 分 子 病 因 論
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　 Ｃ Ｍ Ｌ に お け る 最 も 著 し い 病 理 学 的 特 徴 は 、 典 型 的 Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 の ９ ０ ％ を 超 え る 割 合 に
お け る 骨 髄 細 胞 で の Ｐ ｈ 染 色 体 の 存 在 で あ る 。 Ｐ ｈ 染 色 体 は 、 染 色 体 ９ お よ び ２ ２ の 長 い
ア ー ム 間 に お け る 染 色 体 物 質 の 均 衡 転 座 に よ り 形 成 さ れ る 。 染 色 体 ９ か ら 得 ら れ る よ り も
多 く の 染 色 体 物 質 が 染 色 体 ２ ２ か ら 失 わ れ る た め 、 Ｐ ｈ 染 色 体 は 、 そ の Ｄ Ｎ Ａ の 正 常 補 体
の 約 ６ ０ ％ を 含 む 短 縮 さ れ た 染 色 体 ２ ２ で あ る 。 染 色 体 ９ の 長 い ア ー ム の バ ン ド ｑ ３ ４ で
生 じ る 断 裂 に よ り 、 断 裂 点 集 積 領 域 （ Ｂ Ｃ Ｒ ） と 呼 ば れ る 染 色 体 ２ ２ の 位 置 へ 細 胞 オ ン コ
ジ ー ン Ｃ － Ａ Ｂ Ｌ が 転 座 さ れ 得 る 。 Ｂ Ｃ Ｒ に お け る 断 裂 点 は 患 者 に よ っ て 変 化 す る が 、 一
患 者 の 全 細 胞 で は 同 一 で あ る 。 Ｃ － Ａ Ｂ Ｌ は 、 Ｖ － Ａ Ｂ Ｌ と い う マ ウ ス に お い て 白 血 病 を
誘 発 す る ア ベ ル ソ ン （ Abelson） ウ イ ル ス の 相 同 体 で あ る 。 こ れ ら ２ 遺 伝 子 配 列 の 並 置 に
よ り 、 新 た な ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 （ Ｂ Ｃ Ｒ ／ Ａ Ｂ Ｌ ） が 製 造 さ れ 、 こ れ は 分 子 量 ２ １ ０ ０
０ ０ ｋ ｄ の 新 規 タ ン パ ク 質 （ Ｐ ２ １ ０ ） を コ ー ド す る 。 Ｐ ２ １ ０ タ ン パ ク 質 、 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ は 、 Ｃ Ｍ Ｌ 細 胞 の 制 御 さ れ て い な い 増 殖 の 誘 発 に お い て あ る 一 定 の 役 割 を 演 じ 得 る
。 Ｐ ｈ 染 色 体 は 、 赤 血 球 、 骨 髄 球 、 単 球 お よ び 巨 核 球 細 胞 で 生 じ 、 Ｂ リ ン パ 球 で は そ れ ほ
ど 一 般 的 で は な く 、 Ｔ リ ン パ 球 で は 稀 で あ る が 、 骨 髄 線 維 芽 細 胞 で は 全 く 生 じ な い 。 こ の
広 範 な 細 胞 分 布 に よ り 、 Ｃ Ｍ Ｌ の 異 常 は 多 能 性 幹 細 胞 に 接 近 す る こ と に な る 。 Ｃ Ｍ Ｌ 患 者
に お け る 前 述 の 細 胞 に 単 一 イ ソ 酵 素 が 存 在 す る 場 合 も あ る た め 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ ６ Ｐ Ｄ ） イ ソ 酵 素 の 試 験 は 、 多 系 統 モ ノ ク ロ ー ナ ル 増 殖 の 発 見 を 裏
付 け て い る 。 マ ウ ス 細 胞 へ Ｐ ２ １ ０ を コ ー ド 化 す る レ ト ロ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｃ Ｒ ／ Ａ Ｂ Ｌ ） を
挿 入 す る と 、 こ れ ら の 動 物 に お い て Ｃ Ｍ Ｌ と 密 接 に 近 似 し た 病 気 の 発 現 が 誘 発 さ れ る 場 合
も あ り 、 Ｂ Ｃ Ｒ ／ Ａ Ｂ Ｌ ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 子 だ け で Ｃ Ｍ Ｌ を 誘 発 し 得 る と い う 仮 説 に 信 憑
性 を 与 え て い る 。 Ｃ － ｓ ｉ ｓ 、 す な わ ち シ ミ ア ン 肉 腫 ウ イ ル ス の 相 同 体 は ま た 、 Ｃ Ｍ Ｌ に
お い て 染 色 体 ２ ２ か ら 染 色 体 ９ へ 転 座 し て い る が 、 断 裂 点 か ら 離 れ て お り 、 良 性 相 Ｃ Ｍ Ｌ
で は 発 現 さ れ な い 。 Ｃ － ｓ ｉ ｓ は 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） と 同 一 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 遺 伝 分 析 で の 中 期 の １ ０ ０ ％ は 通 常 Ｐ ｈ 染 色 体 の 存 在 を 示 す が 、 あ る 程 度 正 常 幹 細
胞 は 残 存 し な け れ ば な ら な い 。 正 常 ２ 倍 体 細 胞 は 、 長 期 骨 髄 培 養 お よ び イ ン タ ー フ ェ ロ ン
処 理 、 高 用 量 化 学 療 法 お よ び 自 己 骨 髄 移 植 後 に 出 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 過 去 に お い て 、 Ｃ Ｍ Ｌ に つ い て の 予 後 は 悪 く 、 Ｐ ｈ 陽 性 （ Ｐ ｈ ＋ ） Ｃ Ｍ Ｌ で の 平 均 生 存
期 間 は ３ ～ ４ 年 で あ っ た 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 処 理 お よ び 集 中 的 化 学 療 法 ま た は 同 種 骨 髄 移
植 は こ れ を 幾 分 改 善 さ せ た が 、 Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 の 処 置 に お け る 最 大 の 改 善 は イ マ チ ニ ブ メ シ レ
ー ト の 導 入 で あ っ た 。 Druker et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ４ 巻 、 １ ４ 号 、 １ ０ ３ １ －
１ ０ ３ ７ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 、 Druker et al.、 N.Eng.J.Med.、 ３ ４ ４ 巻 、 １ ４ 号 、 １ ０ ３ ８
－ １ ０ ５ ６ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。 ま た 、 Cecil Textbook of Medicine、 第 ２ １ 版 、 Goldma
nお よ び Bennett編 、 W.B.Saunders、 １ ７ ６ 章 （ ２ ０ ０ ０ ） も 参 照 。 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト
ま た は イ マ チ ニ ブ は ま た 、 グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た
は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ と し て も 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 語 は 以 後 、 互 換 的 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト は 、 幾 つ か の タ イ プ の 発 癌 に お い て 誘 発 的 ま た は 非 常 に 重 要 な 役
割 を 演 じ る 幾 つ か の タ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 剤 で あ る 。 Druker et al.
、 Nat.Med.、 第 ２ 巻 、 ５ ６ １ － ５ ６ ６ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｃ Ｍ Ｌ に お い て 、 染 色 体 ９ お よ び ２ ２ は 、 Ｃ Ｍ Ｌ 細 胞 を 特 徴 づ け る ＋ （ ９ ； ２ ２ ） 相 互
転 座 の 公 式 で は 切 頭 化 さ れ て お り 、 ２ つ の 融 合 遺 伝 子 が 生 成 さ れ る ： 誘 導 体 ２ ２ ｑ － 染 色
体 、 Ｐ ｈ 染 色 体 に お け る Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 、 染 色 体 ９ ｑ ＋ に お け る Ａ Ｂ Ｌ － Ｂ Ｃ Ｒ 。 Ｂ Ｃ Ｒ
－ Ａ Ｂ Ｌ 遺 伝 子 は 、 調 節 さ れ て い な い チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を も つ ２ １ ０ ｋ ｄ タ ン パ ク 質
を コ ー ド 化 す る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｍ Ｌ に お い て 病 因 的 役 割 を 演 じ る 。 Daley et al.
、 Science、 ２ ４ ７ 巻 、 ８ ２ ４ － ８ ３ ０ 頁 （ １ ９ ９ ） 。 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト は 、 こ の タ
ン パ ク 質 お よ び 他 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト は 、 Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 の 処 置 お よ び Ｐ ｈ 染 色 体 を 伴 う Ｃ Ｍ Ｌ ま た は Ａ Ｌ
Ｌ の 急 性 転 化 （ Ｂ Ｃ ） に お け る 患 者 の 処 置 で 驚 く べ き 効 力 を 示 し て い る 。 Druker et al.
（ ２ ０ ０ １ ） 前 出 参 照 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト が 増 殖 因 子 受 容 体 末 端 で あ る 、 す な わ ち ｃ － Ｋ ｉ ｔ で あ
る 別 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 阻 害 で き る こ と か ら 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト は 癌 の 完 全 非 関 連
形 態 、 Ｇ Ｉ Ｓ Ｔ に つ い て の 有 効 な 処 置 法 と な り 得 る 。 Brief Report、 Joensuu et al.、 N.
Engl.J.Med.、 ３ ４ ４ 巻 、 １ ４ 号 、 １ ０ ５ ２ － １ ０ ５ ６ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト は 、 制 御 さ れ て い な い チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 特 徴 と す る 様 々 な
疾 患 を 有 す る 患 者 に お い て 非 常 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ に は Ｐ ｈ ＋ 白 血 病
が 含 ま れ る 。 Ｃ Ｍ Ｌ に 対 す る イ マ チ ニ ブ の 効 果 を 調 べ る 一 試 験 で は 、 ３ ０ ０ ｍ ｇ ま た は そ
れ 以 上 で 処 置 し た ５ ４ 患 者 の う ち 、 ５ ３ 名 は 完 全 血 液 応 答 （ Ｃ Ｈ Ｒ ） を 発 し 、 細 胞 発 生 応
答 は 、 主 応 答 、 す な わ ち Ｐ ｈ 染 色 体 に つ い て 陽 性 で あ る 中 期 細 胞 の ０ ～ ３ ５ ％ を 有 す る １
７ 名 （ 投 薬 さ れ た ５ ４ 患 者 の ３ １ ％ ） を 含 む ２ ９ 名 で 生 じ た 。 こ れ ら の 患 者 の う ち ７ 名 は
完 全 細 胞 遺 伝 学 的 寛 解 （ Ｃ Ｃ Ｒ ） を 生 じ た 。 Druker et al.（ ２ ０ ０ １ ） 前 出 参 照 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 血 液 応 答 」 は 、 少 な く と も ２ 週 間 維 持 さ れ た 、 ベ ー ス ラ イ
ン か ら の Ｗ Ｂ Ｃ 数 に お け る ５ ０ ％ 低 減 化 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｃ Ｈ Ｒ 」 の 語 は 、 少 な く と も ４ 週 間 維 持 さ れ た 、 ＜ １ ０ ０
０ ０ ／ ｃ ｍ へ の Ｗ Ｂ Ｃ 数 に お け る 低 減 化 お よ び ＜ ４ ５ ０ ０ ０ ０ ／ ｃ ｍ へ の 血 小 板 数 の 低 減
化 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 細 胞 遺 伝 学 的 応 答 を 、 骨 髄 に お け る Ｐ ｈ 染 色 体 に つ い て 陽 性 で あ る 中 期 細 胞 の パ ー セ ン
テ ー ジ に よ り 決 定 し た 。 中 期 ２ ０ 細 胞 の 分 析 に 基 づ い た 、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 細
胞 遺 伝 学 的 応 答 」 は 、 「 Ｃ Ｃ Ｒ 」 （ Ｐ ｈ 染 色 体 に つ い て 陽 性 の 細 胞 無 し ） 、 「 少 数 」 （ Ｐ
ｈ 染 色 体 に つ い て 陽 性 で あ る 細 胞 が ３ ６ ～ ６ ５ ％ ） お よ び 「 不 存 在 」 （ Ｐ ｈ 染 色 体 に つ い
て 陽 性 で あ る 細 胞 が ６ ５ ％ を 超 え る ） と し て 分 類 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 主
応 答 」 の 語 は 、 完 全 ま た は 部 分 応 答 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ほ ぼ １ ０ ０ ％ の 血 液 応 答 に も か か わ ら ず 、 全 患 者 が Ｃ Ｃ Ｒ を 示 す わ け で は な か っ た 。 し
た が っ て 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ お よ び ｃ － Ｋ ｉ ｔ を 含 む チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
が 主 た る 誘 発 的 役 割 を 演 じ る 疾 患 を 処 置 す る た め に 、 Ｔ Ｋ Ｉ 、 た と え ば イ マ チ ニ ブ メ シ レ
ー ト の 効 力 を 予 測 す る 手 段 が 要 望 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 塩 基 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ）
　 ヒ ト ゲ ノ ム に お け る 配 列 変 異 は 主 と し て Ｓ Ｎ Ｐ に よ り 構 成 さ れ 、 配 列 変 異 の 残 り は 短 い
縦 列 反 復 、 た と え ば ミ ク ロ サ テ ラ イ ト 、 長 縦 列 反 復 （ ミ ニ サ テ ラ イ ト ） お よ び 他 の 挿 入 お
よ び 欠 失 で あ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 ヒ ト 集 団 に お い て ２ 個 の オ ル タ ー ナ テ ィ ブ 塩 基 が か な り の 頻
度 で 、 す な わ ち ＞ １ ％ で 生 じ る 場 所 で あ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 多 型 の 存 在 故 に 、 種 の 要 員 の 中 に
は 非 突 然 変 異 配 列 を 有 す る 場 合 も あ り 得 、 す な わ ち 本 来 の 「 対 立 遺 伝 子 」 で あ り 、 他 の 要
員 は 突 然 変 異 配 列 を 有 し 得 る 、 す な わ ち 変 異 型 ま た は 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 で あ る と い う 点
で 「 対 立 遺 伝 子 」 で あ る と 言 わ れ て い る 。 最 も 単 純 な 場 合 、 突 然 変 異 配 列 が 一 つ の み 存 在
し 得 、 多 型 は ジ ア レ リ ッ ク で あ る と 言 わ れ る 。 オ ル タ ー ナ テ ィ ブ 突 然 変 異 の 発 生 は 、 ト リ
ア レ リ ッ ク 多 型 等 を 生 じ さ せ 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は ゲ ノ ム 全 体 に 広 く 存 在 し 、 遺 伝 子 の 機 能 を 改
変 す る Ｓ Ｎ Ｐ は 表 現 型 変 異 の 直 接 的 誘 因 で あ り 得 る 。 そ れ ら の 優 勢 さ お よ び 広 範 に 及 ぶ 性
質 ゆ え に 、 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 ヒ ト の 疾 患 状 態 に 関 与 す る 遺 伝 子 を つ き と め る 重 要 な ツ ー ル で あ る
可 能 性 を 有 し （ た と え ば 、 Wang et al.、 Science、 ２ ８ ０ 巻 、 ５ ３ ６ ６ 号 、 １ ０ ７ ７ － １
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０ ８ ２ 頁 （ １ ９ ９ ８ ） 参 照 ） 、 ２ ２ ２ ７ Ｓ Ｎ Ｐ が Ｄ Ｎ Ａ の ２ .３ メ ガ 塩 基 領 域 全 体 に マ ッ
ピ ン グ さ れ た パ イ ロ ッ ト 試 験 が 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ お よ び 特 定 表 現 型 間 に お け る 関 連 は 、 Ｓ Ｎ Ｐ が 表 現 型 の 原 因 と な る こ と を 示 す も
の で も 要 求 す る も の で も な い 。 代 わ り に 、 か か る 関 連 は 、 Ｓ Ｎ Ｐ が 、 表 現 型 に つ い て の 決
定 因 子 が 存 在 す る ゲ ノ ム 上 の 部 位 付 近 に 位 置 す る た め 、 こ れ ら の 決 定 因 子 、 す な わ ち 興 味
の 対 象 で あ る 表 現 型 に 随 伴 し て 見 出 さ れ る と 思 わ れ る こ と を 示 す の み で あ り 得 る 。 す な わ
ち 、 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 「 真 の 」 機 能 変 異 型 と の 連 鎖 不 平 衡 （ Ｌ Ｄ ） で 存 し 得 る 。 対 立 遺 伝 子 関 連
と し て も 知 ら れ て い る Ｌ Ｄ は 、 ゲ ノ ム の ２ つ の 異 な る 位 置 に あ る 対 立 遺 伝 子 が 予 想 よ り も
高 度 に 関 連 し て い る と き に 存 在 す る 。 す な わ ち 、 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 特 定 表 現 型 を 誘 発 す る 突 然 変
異 に そ れ が 近 接 し て い る こ と に よ り 価 値 を 有 す る マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た し 得 る 。 病
気 に 関 連 し た Ｓ Ｎ Ｐ は ま た 、 そ れ ら が 位 置 す る 遺 伝 子 の 機 能 に 対 す る 直 接 効 果 を 有 し 得 る
。 配 列 変 異 型 は 、 ア ミ ノ 酸 変 化 を 生 じ 得 る か ま た は エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン ス プ ラ イ シ ン グ
を 改 変 す る こ と に よ り 、 関 連 タ ン パ ク 質 を 直 接 修 飾 し 得 る か 、 ま た は そ れ は 調 節 領 域 に 存
在 し 、 発 現 周 期 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 性 を 改 変 さ せ 得 る 。 Nowotny、 Kwonお よ び Goate、 Cu
rr.Opin.Neurobiol.、 １ １ 巻 、 ５ 号 、 ６ ３ ７ － ６ ４ １ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 共 通 ゲ ノ ム 変 異 型 が 病 気 に 対 す る 感 受 性 に お い て 演 じ 得 る 役 割 の 最 も よ い 例 と し て 、 ア
ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｅ （ Ａ Ｐ Ｏ Ｅ ） ε ４ 対 立 遺 伝 子 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） で 演 じ る 役
割 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ε ４ 対 立 遺 伝 子 は 、 Ａ Ｄ の 存 在 お よ び 若 年 で の 発 病 と 非 常 に 関
連 し て い る 。 そ れ は 、 試 験 さ れ た 多 く の 集 団 で 見 ら れ る 確 固 た る 関 連 で あ る 。 St George-
Hyslop et al.、 Biol.Psychiatry、 ４ ７ 巻 、 ３ 号 、 １ ８ ３ － １ ９ ９ 頁 （ ２ ０ ０ ０ ） 参 照 。
多 型 変 異 は ま た 、 卒 中 お よ び 心 臓 血 管 疾 患 （ Wuお よ び Tsongalis、 Am.J.Cardiol.、 ８ ７ 巻
、 １ ２ 号 、 １ ３ ６ １ － １ ３ ６ ６ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 ） 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 に も 関 係 し て
い る 。 Oksenberg et al.、 J.Neuroimmunol.、 １ １ ３ 巻 、 ２ 号 、 １ ７ １ － １ ８ ４ 頁 （ ２ ０
０ １ ） 参 照 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 多 く の 共 通 疾 患 を 発 病 さ せ る 危 険 性 お よ び 医 薬 に 対 す る 個 体 応 答 お よ び こ れ ら の 状 態 の
処 置 に 使 用 さ れ る 医 薬 の 代 謝 は 、 一 変 異 の 影 響 は 小 さ い も の で あ り 得 る が 、 根 元 的 な ゲ ノ
ム 変 異 に よ り 実 質 的 に 影 響 さ れ る こ と は ま す ま す 明 白 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し た が っ て 、 Ｓ Ｎ Ｐ お よ び 臨 床 表 現 型 間 の 関 連 は 、 １ ） Ｓ Ｎ Ｐ が 表 現 型 に 機 能 的 に 関 与
し て い る こ と 、 ま た は ２ ） ゲ ノ ム 上 の Ｓ Ｎ Ｐ の 位 置 付 近 に 表 現 型 の 原 因 と な る 他 の 突 然 変
異 が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 第 二 の 可 能 性 は 、 遺 伝 形 質 の 生 物 学 に 基 づ い て い る 。
大 き な Ｄ Ｎ Ａ 片 は 遺 伝 し 、 互 い に 近 接 し て い る マ ー カ ー は 、 多 く の 世 代 に つ い て 関 連 性 の
無 い 個 体 で は 組 換 え ら れ な か っ た と 考 え ら れ 、 す な わ ち マ ー カ ー は Ｌ Ｄ に 存 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 す な わ ち 、 遺 伝 的 連 鎖 マ ー カ ー と し て の 多 型 の 使 用 は 、 特 異 的 形 質 に 関 与 す る 遺 伝 子 の
位 置 確 認 、 同 定 、 お よ び 特 性 確 認 に お い て 厳 密 な 重 要 性 を 有 す る 。 特 に 、 上 記 マ ッ ピ ン グ
技 術 に よ り 、 様 々 な 病 気 ま た は 様 々 な 処 置 に 対 す る 疾 患 の 応 答 を 含 む 疾 患 関 連 特 質 に 関 与
す る 遺 伝 子 の 同 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 下 記 の 通 り 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 、 Ｇ Ｉ Ｓ Ｔ 、 Ｃ Ｍ Ｌ ま た は 過
好 酸 球 増 加 症 を 含 む Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 に 罹 患 し て い る ど の 個 体 が 、 限 定 は さ れ な い が イ マ
チ ニ ブ メ シ レ ー ト を 含 む Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 に 応 答 し そ う で あ る か の 決 定 方 法 を 提 供 す る こ と に よ
り Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 の 使 用 に お け る 欠 点 を 克 服 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 の 場 合 、 こ れ ら の 方 法 は 、 ど の 患 者 が Ｃ Ｃ Ｒ （ ま た は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ） を 伴 っ て
Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 、 た と え ば イ マ チ ニ ブ に よ る 処 置 に 応 答 す る か 、 お よ び ど の 患 者 が Ｃ Ｃ Ｒ 未 満
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で 応 答 す る か を 予 測 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 一 局 面 は 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 患 者 に お い て 、 ど の 患 者 が チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に 応 答 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ
に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て 血 中 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、
ｂ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 平 均 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 患 者 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し 、 ｃ ） ｂ ） で の 比 較 か ら 得 ら れ る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 を 決 定
し 、 ｄ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ７ に 等 し い か ま た は そ れ よ り 大 き い 場 合 、 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 を 有 す る も の と 決 定 し 、 そ し て ｅ ） 相 関 係 数 が ０
.５ ７ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 が 非 応 答 者 で あ る も の と 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 患 者 に お い て 、 ど の 患 者 が チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に 応 答 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２
Ｂ に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て 血 中 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、
ｂ ） 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 平 均 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 患 者 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 比 較 し 、 ｃ ） ｂ ） で の 比 較 か ら 得 ら れ る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 を 決 定
し 、 ｄ ） 相 関 係 数 が ０ .５ ４ に 等 し い か ま た は そ れ よ り 大 き い 場 合 、 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ 阻 害 剤 に 対 す る 完 全 細 胞 遺 伝 的 応 答 を 有 す る も の と 決 定 し 、 そ し て ｅ ） 相 関 係 数 が ０
.５ ４ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 が 非 応 答 者 で あ る も の と 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に お い て 、 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ
に 示 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 を 含 む 。 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ の
５ ～ １ ０ 、 好 ま し く は ５ ～ １ ５ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ５ 、 ５ ～ ３ ０ ま た は ５ ～ ３ ５ 、 最 も 好
ま し く は ５ ～ ４ ０ ま た は ５ ～ ５ ０ 、 ま た は ５ ～ ５ ５ 遺 伝 子 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 少 な く と も ５ 、 １ ０
、 ２ ０ 、 ３ ０ ま た は ４ ０ 遺 伝 子 の 発 現 が 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も ４ ５ ま た は
５ ０ 遺 伝 子 の 発 現 が 解 析 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 表 １ ２ Ａ に お け る ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の み が 使 用 さ れ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ の ５ ５ リ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 の み の 発 現 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ
ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ （
登 録 商 標 ） ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル フ ィ ア
染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患 個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 個 体 に 存 在 す る ２ コ ピ
ー の Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ａ Ｃ ０ ２ ０ ７ ０ ５ .４ の ３ ６ ２ １ １ 位 に あ る 多 型 部 位 に
お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 ま た は 一
対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場
合 は 低 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル
フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患 個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 個 体 に 存 在 す る
２ コ ピ ー の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８ １ ９ 位 に あ る 多 型 部 位
に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 良 好
応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 ま た は 一 方 が Ｇ Ｃ で も う 一 方 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は
弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る フ ィ ラ デ ル フ ィ ア
染 色 体 陽 性 白 血 病 罹 患 個 体 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 個 体 に 存 在 す る ２ コ ピ
ー の Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対
の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て ｂ ） 両 方 の 対 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 一 方 の 対 が
Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 方 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 ま た は 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 弱 応 答 者 群 に
個 体 を 割 当 て る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 が イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま
た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商
標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） で あ る 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 に お け る 陽 性 臨 床 応 答 の 確 率 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 患 者 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 、 （ ｂ ） 患 者 か ら 得 た 試 料 に お い て 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２
Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 測 定 し
、 そ し て （ ｃ ） （ ｂ ） で 測 定 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 、
表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た 同 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し 、 そ し て （ ｄ
） （ ｃ ） で 測 定 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 間 に お け る 類 似 性
の 程 度 を 測 定 し 、 そ し て （ ｅ ） ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル 間 に お け
る 類 似 性 の 程 度 か ら 、 患 者 が チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に 応 答 す る 確 率 を 測 定 す る こ と を
含 む 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の 別 の 実 施 態 様 に よ る と 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ て い る ５
５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ の ５ ～ １ ０ 、 好 ま し
く は ５ ～ １ ５ 、 ５ ～ ２ ０ 、 ５ ～ ２ ５ 、 ５ ～ ３ ０ ま た は ５ ～ ３ ５ 、 最 も 好 ま し く は ５ ～ ４ ０
ま た は ５ ～ ５ ０ 、 ま た は ５ ～ ５ ５ 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ て い る 少 な く と も ５ 、 １ ０
、 ２ ０ 、 ３ ０ ま た は ４ ０ 遺 伝 子 の 発 現 が 測 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も ４ ５ ま た は
５ ０ 遺 伝 子 の 発 現 が 解 析 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 表 １ ２ Ａ に お け る ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の み が 使 用 さ れ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 亥 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ の ５ ５ リ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の み の 発 現 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 は 、 フ ィ ラ デ ル
フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 （ Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ 阻 害 剤 は 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、
登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 学 的 試 料 は 、 組 織 生 検 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 腹 水 、 嚢 胞 液
、 尿 、 喀 痰 、 糞 便 、 唾 液 、 気 管 支 吸 引 物 、 Ｃ Ｓ Ｆ ま た は 毛 髪 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
別 の 実 施 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 組 織 生 検 細 胞 試 料 ま た は そ こ か ら 培 養 さ れ た 細 胞 で あ
る 。 最 も 好 ま し く は 、 組 織 生 検 は 、 骨 髄 ま た は 固 体 組 織 の 生 検 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は
、 組 織 生 検 は 、 固 形 腫 瘍 か ら 取 出 さ れ た 細 胞 を 含 む 。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 生
物 学 的 試 料 は 血 液 細 胞 で あ る 。 好 ま し く は 、 試 料 は 細 胞 試 料 の ラ イ ゼ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ １ ２ Ｂ に
お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 好 ま
し く は 、 転 写 レ ベ ル は 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺
伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 別 法 と し て 、 転 写 レ ベ ル は 、 表
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１ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 転 写 レ ベ ル 測 定 段 階 は 、 さ
ら に ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 む 。 好 ま し く は 、 転 写 レ ベ ル は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 防 御 お よ び マ イ ク ロ
ア レ イ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 転 写 レ ベ ル は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 複 数 の ５ ５ リ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て 測 定 さ れ 、 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺
伝 子 は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た ３ １ 遺 伝 子 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 複 数 の ５ ５ リ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た ３ １ 遺 伝 子 に よ り 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 段 階 （ ｄ ） に お け る 類 似 性 の 程 度 は 、 そ の 値 が 表 １ ２
Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 値 の 類 似 性 の 既 知 関
数 で あ る 相 関 係 数 を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 さ れ 、 そ し て 最 も 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 相
関 係 数 は ピ ア ソ ン 相 関 係 数 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ
Ｒ 値 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定
値 間 に お け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ４ よ り 大 ま た は そ れ に 等 し い 場 合 、 患 者 は チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 非 応 答 者 と し て 分 類 さ れ 、 そ し て 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た
同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ４ 未 満 で あ る 場 合 、 患
者 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 者 と し て 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ
び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お
け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ７ よ り 大 ま た は そ れ に 等 し い 場 合 、 患 者 は チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 非 応 答 者 と し て 分 類 さ れ 、 そ し て 表 １ ２ Ａ の ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 値 お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 か ら 得 た 同 遺 伝 子
の 遺 伝 子 発 現 測 定 値 間 に お け る ピ ア ソ ン 相 関 係 数 が ０ .５ ７ 未 満 で あ る 場 合 、 患 者 は チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 者 と し て 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 す な わ ち 、 最 も 好 ま し い 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 に お い て 、
ど の 患 者 が Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 に 応 答 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示
さ れ た 複 数 の ５ ５ （ ま た は ３ １ の 最 も 好 ま し い リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ） リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ
い て 血 中 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、 患 者 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２
Ｂ に 示 さ れ た 平 均 Ｃ Ｃ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 し 、 比 較 結 果 か ら 生 じ る ピ ア ソ ン 相 関 係
数 （ Ｐ Ｃ Ｃ ） を 決 定 し 、 相 関 係 数 （ Ｃ Ｃ ） が ≧ ０ .５ ４ ま た は ≧ ０ .５ ７ で あ る 場 合 、 患 者
は Ｔ Ｋ Ｉ に 対 す る Ｃ Ｃ Ｒ を 有 す る も の と 決 定 し 、 Ｃ Ｃ が ＜ ０ .５ ４ ま た は ＜ ０ .５ ７ で あ る
場 合 、 患 者 は 非 応 答 者 で あ る と そ れ ぞ れ 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 患 者 か ら 得 た 試 料 に お い て 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た
は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を
測 定 す る 方 法 は 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２
個 ま た は そ れ 以 上 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む
。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ
ル は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 用 い る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 最 も 好
ま し く は 、 試 薬 は 、 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る
。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 上 記 遺 伝 子 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 お よ び 発 現 レ ベ ル は 、 各 ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 通 し て 検 出 さ れ
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る 。 標 識 プ ロ ー ブ は 好 ま し く は 抗 体 で あ り 、 最 も 好 ま し い の は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害
薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、 １ ５ ｑ ２
２ .３ ３ 領 域 に お け る ２ コ ピ ー の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に つ い て 、 ｒ ｓ ２
２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 と し て 称 さ れ る 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ
し て （ ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 、 ま た は 一 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 対 が Ｇ Ｃ で あ る
場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 は 低 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る こ と を
含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、
２ コ ピ ー の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８ １ ９ 位 に あ る 多 型 部 位
に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て ｂ ） 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は 良 好
応 答 者 群 に 、 両 方 の 対 が Ｇ Ｃ で あ る 場 合 ま た は 一 方 が Ｇ Ｃ で も う 一 方 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は
弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に よ る 処 置 に 対 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） 患 者 に 存 在 す る 、 ２ コ
ピ ー の Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 に お け る ヌ ク レ オ
チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 し 、 そ し て ｂ ） 両 方 の 対 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 は 良 好 応 答 者 群 に 、 そ し
て 一 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ り 、 も う 一 方 が Ｃ Ｇ で あ る 場 合 ま た は 両 方 の 対 が Ａ Ｔ で あ る 場 合 は
弱 応 答 者 群 に 個 体 を 割 当 て る こ と を 含 む 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 は 、 フ ィ ラ
デ ル フ ィ ア 染 色 体 陽 性 白 血 病 （ Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 ） で あ り 、 そ し て チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 は
、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ イ マ チ ニ ブ ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま
た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） で あ る 。 好 ま し く は 、
こ れ ら の 方 法 は エ ク ス ビ ボ （ ex-vivo） で 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻
害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 性 の 測 定 用 キ ッ ト で あ っ て 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は ３ Ｂ に 列 挙
さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 手 段 を
含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド 検 出 手 段 は 、 好 ま し く は 抗 体 、 抗 体 誘 導 体 ま た は 抗
体 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 最 も 好 ま し く は 標 識 抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ テ ィ ン グ を 通 し て 検 出 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は さ ら に 患 者 の 生
物 学 的 試 料 を 得 る 手 段 を 含 む 。 好 ま し い の は 、 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド 検 出 手 段 お よ び 患 者 の
生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 を 含 み 、 そ し て 最 も 好 ま し く は さ ら に 使 用 法 お よ び キ
ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の 説 明 書 を 含 む キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 に つ い て の 治 療
戦 略 の 決 定 で 使 用 さ れ る キ ッ ト は 、 （ ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ５
５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 手 段 、 （ ｂ ） 上
記 手 段 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 で あ っ て 、 そ
こ で 上 記 手 段 が ポ リ ペ プ チ ド と 複 合 体 を 形 成 し 得 る 容 器 、 （ ｃ ） （ ｂ ） の 複 合 体 を 検 出 す
る 手 段 、 お よ び 所 望 に よ り （ ｄ ） 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に つ い て の
説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
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阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 性 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は
１ ２ Ｂ に 列 挙 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 手 段 を 含
む キ ッ ト に 関 す る も の で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 転 写 レ ベ ル 測 定 用 手 段 は 、 上 記 遺
伝 子 の 転 写 産 物 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 好 ま し
く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 遺 伝 子 に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 結 合 す る こ と が で き る 。 非 常 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 転 写 レ ベ ル は 、 ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 逆 転 写 酵 素 Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 防 御 お
よ び マ イ ク ロ ア レ イ か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 技 術 に よ り 測 定 さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 実 施
態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 さ ら に 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る た め の 手 段 を 含 む 。 好 ま し い の は
、 さ ら に 転 写 レ ベ ル 測 定 手 段 お よ び 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 を 含 む キ ッ
ト で あ り 、 そ し て 非 常 に 好 ま し く は さ ら に 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解 釈 に
つ い て の 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の 、 チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 阻 害 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 性 の 測 定 用 キ ッ ト は 、 （ ａ ） 表 １ ２ Ａ お よ び ／ ま た は １ ２ Ｂ
に 列 挙 さ れ た ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 産 物 に 結 合 す る こ と が で き る 若 干 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 転 写 産 物 を 含 む 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 含 む の に 適 切 な 容 器 で あ っ て 、 そ こ で オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 転 写 産 物 と 結 合 し 得 る 容 器 、 （ ｃ ） （ ｂ ） の
結 合 を 検 出 す る 手 段 、 お よ び 所 望 に よ り （ ｄ ） 使 用 法 お よ び キ ッ ト か ら 得 ら れ た 結 果 の 解
釈 に つ い て の 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 実 施 態 様 に よ る キ ッ ト は 、 本 発 明 の 他 の 局 面 に よ る 方 法 の 測
定 段 階 （ ｂ ） に つ い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の １ ５ ｑ ２ ２
.３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の 多 型 部 位 の 同 定 用 キ ッ ト で あ
っ て 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｆ Ｋ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の ２ つ の 多 型
部 位 に お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン を 測 定 す る 手 段 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝
子 に お け る 多 型 パ タ ー ン 同 定 用 キ ッ ト が 提 供 さ れ 、 上 記 キ ッ ト は 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６
９ ８ １ ９ 位 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 多 型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 を 含 む
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 応 答 性 疾 患 患 者 の Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ
遺 伝 子 に お け る 多 型 パ タ ー ン 同 定 用 キ ッ ト に 関 す る も の で あ り 、 上 記 キ ッ ト は 、 配 列 Ｘ ０
４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 さ ら に 患 者 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る 手 段 を 含 み 、 最 も
好 ま し く は 、 上 記 手 段 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 収 集 手 段 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 特 異 的 多 型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段
が 、 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト お よ び 特
異 的 多 型 部 位 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 が 、 ２ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト お よ び 多 型 部 位 に お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 が 、 少 な
く と も １ 個 の 遺 伝 子 特 異 的 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子
特 異 的 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ ー 組 成 物 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て
、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ ー 組 成 物 が 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ
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ラ イ マ ー 対 を 含 む キ ッ ト お よ び ２ 個 の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 個 別 容 器 に パ ッ
ケ ー ジ さ れ て い る キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 に 示 さ れ た 測 定 段 階 （ ａ ） は 、 本 発 明 に よ る
キ ッ ト の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 面 の 簡 単 な 記 載
　 図 １ ： リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 数 の 最 適 化 。 遺 伝 子 の 最 適 数 決 定 に 関 す る 遺 伝 子 の 数 の 関 数
と し て の エ ラ ー 割 合 の プ ロ ッ ト 。 ５ ～ ５ ５ か ら 個 々 の 遺 伝 子 の 数 を 増 す こ と に よ り 計 算 さ
れ た 値 。 矢 印 は 、 偽 陰 性 （ Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ： Ｎ ＝ １ ） お よ び 偽
陽 性 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ： Ｎ ＝ ４ ） を 最 小 限 に す る 遺 伝 子 （ Ｎ ＝
３ １ ） の 最 適 数 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 ２ ： 閾 値 相 関 値 の 測 定 。 ３ １ 遺 伝 子 の 最 適 化 セ ッ ト の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル を 用 い て 計 算 さ れ た Ｐ Ｃ Ｃ 。 偽 陰 性 は 、 患 者 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て Ｎ ｏ Ｃ Ｃ
ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 患 者 に 等 し い 。 偽 陽 性 は 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 有 す る も の と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 患 者 に 等 し い 。 矢 印 は 、 最 適 精 度 （ 偽 陰
性 （ Ｎ ＝ ２ ） お よ び 偽 陽 性 （ Ｎ ＝ ２ ） を 最 小 限 に す る ： ｒ ＝ ０ .５ ７ ） お よ び 最 適 化 特 異
性 （ １ ０ ％ 未 満 偽 陽 性 （ Ｎ ＝ １ ） ； ｒ ＝ ０ .５ ４ ） で の 閾 値 相 関 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ３ ： ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 。 灰 色 目 盛 は 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 表 し 、 黒 色
は 低 発 現 性 を 表 し 、 薄 色 は 高 発 現 性 を 表 す 。 遺 伝 子 発 現 と 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル と の 相 関 関 係 に し た が っ て 試 料 を 配 列 し 、 ジ ー ン ・ ス プ リ ン グ （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ  Ｓ Ｐ Ｒ Ｉ Ｎ
Ｇ 、 登 録 商 標 ） に お け る ピ ア ソ ン 類 似 性 方 法 を 用 い て 遺 伝 子 の ク ラ ス タ リ ン グ を 実 施 し た
。 各 試 料 に つ い て の Ｃ Ｃ を 中 央 パ ネ ル で プ ロ ッ ト し 、 上 部 を 最 高 相 関 値 と す る 。 右 パ ネ ル
は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 現 状 を 表 し 、 黒 塗 り 部 分 は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 患 者 を 示 し 、 白 色 部 分 は Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 患
者 を 表 す 。 実 線 は 、 偽 陰 性 を ＜ １ ０ ％ へ と 最 小 に す る こ と が 測 定 さ れ た 閾 値 を 示 し 、 こ れ
を 後 続 の 分 析 に 使 用 し た 。 点 線 は 、 偽 陰 性 を ゼ ロ に 減 ら す こ と に よ り 特 異 性 を さ ら に 増 し
た 閾 値 を 示 す （ ｒ ＝ ０ .４ ３ ７ ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 ４ ： ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 の 遺 伝 子 型 お よ び 細 胞 遺 伝 的 応 答 （ Ｏ Ｋ Ｒ ） 間 の 関 連 。
Ｏ Ｋ Ｒ を 伴 う 推 定 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 多 型 の 関 連 か ら の 確 率 （ Ｏ Ｒ ） は ４ .６ ９ で
あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ ３ 、 １ ７ .７ ６ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ ０ ０ ３ ６ で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 ５ ： Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ マ ッ プ ・ ビ ュ ー ・ ビ ル ド ３ ０ か ら の １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ の 遺 伝 子 地 図 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 ６ ： Ｃ Ｈ Ｒ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 座 の 関 連 。 Ｃ Ｈ Ｒ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 座 の 関 連 か ら の Ｏ
Ｒ は １ ２ .７ で あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ２ .６ － ６ ２ .１ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ ０ ４
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 ７ ： Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 座 の 関 連 。 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 座 の 関 連 か ら の
Ｏ Ｒ は ３ .０ で あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ － ７ .４ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ １ ２ １
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 ８ ： ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 遺 伝 子 型 の 関 数 と し て の 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ）
。 １ ８ ヶ 月 デ ー タ を 用 い て 、 月 単 位 で 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ） を 示 す 生 存 分 析 プ ロ
ッ ト 。 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ に つ い て Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ ２ ６ イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 の う ち ６
名 （ ２ ３ .１ ％ ） お よ び Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ ７ ９ 患 者 の う ち の ４ 名 （ ５ .１ ％ ）
が 進 行 事 象 を 経 験 し た 。 ロ グ ‐ ラ ン ク （ Ｌ ｏ ｇ － Ｒ ａ ｎ ｋ ） 検 定 に よ る 遺 伝 子 型 （ ０ .０
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０ ４ １ ） お よ び ウ ィ ル コ ク ソ ン （ ０ .０ ０ ４ ９ ） 統 計 検 定 間 で 有 意 差 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 発 明 の 詳 細 な 記 載
　 本 発 明 は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 患 者 が Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 で の 処 置 、 薬 物 療 法 ま た は 他 の Ｔ Ｋ Ｉ 処
置 に 対 し て 陽 性 応 答 ま た は 順 調 な 臨 床 結 果 を 示 す 見 込 み ま た は 確 率 を 予 測 ま た は 推 定 す る
幾 つ か の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 ゲ ノ ム ま た は 遺 伝 子 解 析 の 幾 つ か の 形 態 を 必
然 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 一 局 面 で は 、 若 干 の 同 定 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 の 程 度 を 測 定 す る 。 こ れ ら の 遺 伝
子 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 に 対 し て 十 分 に 応 答 す る 患 者 と 応 答 不 十 分 な 患 者 と
を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 実 際 は 、 応 答 状 態 が 未 知 で あ る 患 者 に お い て こ れ ら の 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ
れ 以 上 の 発 現 パ タ ー ン を 、 応 答 状 態 が 既 知 で あ る 患 者 に お け る 同 遺 伝 子 の パ タ ー ン と 比 較
す る 。 ２ パ タ ー ン 間 の 数 学 的 類 似 性 に よ り 、 未 知 患 者 応 答 が 既 知 患 者 応 答 と 類 似 し て い る
確 率 を 決 定 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 見 お よ び 同 定 は 、 本 発 明 の 基 礎 の 一 部 を 形 成 す る 。
様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 組 織 ま た
は 体 液 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 測 定 ま た は 組 織 ま た は 体 液 、 た と え ば 限 定 は さ れ な い が
血 液 、 リ ン パ 液 、 尿 、 胆 汁 、 Ｃ Ｓ Ｆ 汗 、 血 清 、 糞 便 、 唾 液 ま た は 生 検 材 料 、 た と え ば 限 定
は さ れ な い が 骨 髄 吸 引 物 お よ び 固 形 腫 瘍 に お け る タ ン パ ク 質 発 現 産 物 の 測 定 を 含 む 広 く 多
様 な 方 法 で 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 局 面 は 、 限 定 は さ れ な い が 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ グ リ ベ ッ ク （
Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ） を 含 む Ｔ Ｋ
Ｉ 薬 剤 に 対 す る 、 限 定 は さ れ な い が Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 を 含 む Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 に 罹 患 し た 患 者
の 応 答 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。 測 定 は 、 限 定 は さ れ な い が 生 検 組 織 ま た は 血 液 、 血 清
ま た は 他 の 体 液 を 含 む 患 者 か ら 得 た 試 料 に お い て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 患 者 が Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 、 薬 物 療 法 ま た
は 処 置 に 対 し て 陽 性 臨 床 結 果 を 伴 う 応 答 を 示 す 見 込 み ま た は 確 率 の 異 な る 予 測 方 法 を 提 供
す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 患 者 ゲ ノ ム に お け る １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｓ Ｎ Ｐ の 検 出 形 態 を と
る 遺 伝 子 解 析 を 含 む 。 こ れ ら Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 が Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 、 薬 物 療 法 ま た は 処 置 に 対 す
る Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 患 者 の 応 答 を 予 測 し 得 る と い う 新 規 発 見 は 、 本 発 明 の 基 礎 の 一 部 を 形
成 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 同 定 さ れ た Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 ま た は 不 存 在 は 、 Ｔ Ｋ
Ｉ イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ
Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） に 対 す る Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 の 応 答 を 予 測
す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 示 さ れ た 実 施 例 で は 、 こ の 応 答 は 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト で 処 置
さ れ た と き の Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 に お け る Ｃ Ｈ Ｒ お よ び 主 要 細 胞 遺 伝 的 応 答 （ Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ） の
形 で 測 定 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 以 下 の 遺 伝 子 に お け る ３ 多 型 部 位 の １ 個 ま た は そ れ 以 上 に
お け る 特 異 的 Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 ま た は 不 存 在 の 測 定 を 含 む ：
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 １ ） Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 の 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 で の Ｇ → Ａ 変 化 、 Ｃ Ｙ
Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に お け る こ の 多 型 の 存 在 は 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 ４ ６
２ 位 で の Ｉ ｌ ｅ か ら Ｖ ａ ｌ へ の 変 化 を も た ら す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ２ ） ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 こ れ は 現 在 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 、
Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る も の で 、 こ の 遺 伝 子 は チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ を コ ー ド す る 。 （ こ の 多 型 は 公 式 に Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ た も の で 、 Ｃ
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Ｓ Ｋ 遺 伝 子 と 称 さ れ 、 配 列 Ａ Ｃ ０ ２ ０ ７ ０ ５ .４ の ３ ６ ２ １ １ 位 に お け る Ｃ → Ｔ と し て 報
告 さ れ て お り 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に お い て ア ミ ノ 酸 変 化 は 伴 わ な か っ た ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ３ ） プ ロ モ ー タ ー 領 域 に お け る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド － ５ １ １ 位 に お け
る 多 型 Ｃ → Ｔ ； 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に お い て ア ミ ノ 酸 変 化 は 伴 わ ず 、 ま た は 配 列 Ｘ ０ ４
５ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ２ ３ 位 で の Ｃ → Ｔ 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 」 ま た は 「 Ｔ Ｋ Ｉ 」 の 語 は 、 チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 の 有 効 な 阻 害 を 誘 発 し 得 る 物 質 ま た は 化 合 物 を 意 味 す る 。 こ れ に は 、 限
定 は さ れ な い が 、 小 分 子 薬 剤 、 た と え ば イ マ チ ニ ブ （ イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト ま た は グ リ ベ
ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は
Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 、 ノ バ ル テ ィ ス ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン 、 バ ー ゼ ル 、
ス イ ス 国 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 」 の 語 は 、 そ の 経 過 ま た は 進 行 が Ｔ Ｋ Ｉ
薬 剤 の 作 用 に よ り 何 ら か の 点 で 制 御 、 改 善 ま た は 有 利 に 改 変 さ れ 得 る 疾 患 を 全 て 包 含 す る
。 一 般 に 、 こ れ ら の 疾 患 は 、 様 々 な チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 の 構 成 的 活 性 を 生 じ さ せ 、 酵 素
の 自 己 リ ン 酸 化 を 含 む リ ガ ン ド 非 依 存 的 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 生 じ さ せ る 結 果 、 制 御 さ
れ て い な い 細 胞 増 殖 お よ び 下 流 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 刺 激 を 随 伴 す る 突 然 変 異 ま た は 他 の 制
御 排 除 （ discontrol） 機 構 を 伴 う 。 関 与 し 得 る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に は 、 限 定 は さ れ な い が
、 Ａ Ｂ Ｌ お よ び Ｃ Ｍ Ｌ お よ び Ｐ ｈ ＋ 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 の Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 融 合 タ ン パ
ク 質 ； Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 受 容 体 お よ び ｃ － ｋ ｉ ｔ 遺 伝 子 産 物 が あ る 。 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 で あ る こ と
が 知 ら れ て い る 病 気 に は 、 限 定 は さ れ な い が 、 Ｃ Ｍ Ｌ 、 Ｐ ｈ ＋ 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 、
Ｇ Ｉ Ｓ Ｔ お よ び 過 好 酸 球 増 加 症 候 群 の 様 々 な 形 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 し か し な が ら 、 ヒ ト ゲ ノ ム は 、 現 在 少 な く と も ９ ６ チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 を コ ー ド す る
こ と が 知 ら れ て お り 、 こ れ ら の い ず れ か 一 つ の 同 様 の 制 御 排 除 は 、 何 ら か の 形 態 の 病 気 を
誘 発 し 得 る 。 「 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 」 の 語 は 、 そ の 経 過 ま た は 進 行 が 現 時 点 で 既 知 で あ る か
ま た は 将 来 発 見 さ れ る か も し れ な い チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 酵 素 の 阻 害 に よ り 有 利 に 改 変 さ れ 得
る 疾 患 を 全 て 包 含 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 つ に は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 に 応 答 し 、 Ｃ Ｃ Ｒ を 有 す る Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 お よ
び Ｃ Ｃ Ｒ 未 満 で の 応 答 を 示 す 患 者 か ら の 組 織 で 差 次 的 発 現 さ れ る 約 ５ ５ 遺 伝 子 の 発 見 に 基
づ い て い る 。 本 発 明 方 法 は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 に 応 答 し 、 Ｃ Ｃ Ｒ を 有 す る 患 者 お よ び Ｃ Ｃ Ｒ
未 満 で 応 答 す る 患 者 か ら の 組 織 で 差 次 的 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 約 ５ ５ 遺 伝 子 の ２
個 ま た は そ れ 以 上 の 活 性 を 測 定 し 、 Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 が 未 知 で あ る 患 者 と 遺 伝 子 活 性 の パ タ ー ン
を 比 較 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ５ ５ 遺 伝 子 の 一 部 分 の み を 測 定 す る 。 こ れ ら の 測 定 は 、 様 々 な
実 施 態 様 に お い て 、 生 検 か ら の 組 織 自 体 ま た は 血 液 ま た は 血 清 等 で 実 施 さ れ 得 る か 、 ま た
は 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 血 液 ま た は 他 の 体 液 を 含 む 様 々 な 組 織 に お け る 、 限 定 は さ れ な
い が 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 産 物 を 含 む 遺 伝 子 発 現 の よ り 間 接 的 な 測 定 と し て
実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 い で 、 応 答 状 態 が 未 知 で あ る 個 体 か ら の こ れ ら ５ ５ 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 発
現 割 合 の 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 測 定 結 果 を 、 応 答 状 態 が 既 知 で あ る 患 者 で 測 定 さ れ た 同 じ
２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て の 発 現 値 と 比 較 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 次 い で 、 未 知 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 発 現 値 の 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 で 処 置 し た と き に Ｃ
Ｃ Ｒ を 有 す る か ま た は 有 し な か っ た 患 者 に お け る 同 じ ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝
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子 発 現 値 に 対 す る 「 類 似 性 の 程 度 」 （ Ｄ Ｏ Ｓ ） を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 こ の Ｄ Ｏ Ｓ は 、 そ の 値 が ２ 群 の 数 、 す な わ ち 、 そ の Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 応 答 状 態 が 未 知 で あ り 、
測 定 さ れ る べ き 個 体 か ら の 組 織 に お け る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 測 定 さ れ た
遺 伝 子 発 現 値 お よ び そ の Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 応 答 状 態 が 既 知 で あ る 個 体 か ら の 同 じ ２ 個 ま た は そ れ
以 上 の 遺 伝 子 に つ い て 測 定 さ れ た 遺 伝 子 発 現 値 の 間 に お け る 類 似 性 の 程 度 の 既 知 関 数 で あ
る 結 果 を も た ら す 手 順 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｄ Ｏ Ｓ 」 の 語 は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 方 法 に よ り 測 定 さ れ
た 遺 伝 子 発 現 値 の 比 較 に よ り 測 定 さ れ る 、 遺 伝 子 発 現 値 の パ タ ー ン が 同 様 ま た は 数 的 に 類
似 し て い る 程 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｄ Ｏ Ｓ は 、 相 関 係 数 （ Ｃ Ｃ ） を も た ら す 数 学 的 計 算 に よ り 決 定
さ れ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ピ ア ソ ン 相 関 係 数 （ Ｐ Ｃ Ｃ ） が 測 定 さ れ る が 、 そ の
値 が 数 の ２ 群 間 に お け る Ｄ Ｏ Ｓ の 既 知 関 数 で あ る 結 果 を も た ら す 他 の 数 学 的 手 順 も 使 用 さ
れ 得 る 。 多 く の 上 記 手 順 は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 次 い で 、 か く し て 算 出 さ れ た Ｄ Ｏ Ｓ （ Ｐ Ｃ Ｃ ） の 値 を 、 試 料 が Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 時 に 陽 性
ま た は 陰 性 臨 床 応 答 を 有 す る か ま た は 有 し な い 患 者 か ら の も の で あ る 確 率 と 直 接 関 連 づ け
さ せ 得 る 。 す な わ ち 、 有 効 な 応 答 を 発 し な か っ た こ と が 判 明 し て い る 患 者 か ら の 遺 伝 子 発
現 値 と 比 べ て 患 者 の 「 Ｄ Ｏ Ｓ 」 （ Ｃ Ｃ ま た は Ｐ Ｃ Ｃ ） が 高 い と き 、 ま た は Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置
時 に 有 効 な 応 答 を 発 し た こ と が 判 明 し て い る 患 者 か ら の 遺 伝 子 発 現 値 と 比 べ て 「 Ｄ Ｏ Ｓ 」
（ Ｃ Ｃ ま た は Ｐ Ｃ Ｃ ） が 高 い と き 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 で 処 置 さ れ た と き に 患 者 が 類 似 応 答 を 発 し
な い か ま た は 発 す る 確 率 は 大 き く な る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ れ ら の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 、 た と え ば イ マ
チ ニ ブ メ シ レ ー ト に 対 す る Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 の 応 答 を 予 測 し 、 有 効 な 応 答 の 定 義 は 、 完 全
細 胞 発 生 応 答 ま た は Ｃ Ｃ Ｒ の 達 成 で あ り 、 弱 応 答 の 定 義 は Ｃ Ｃ Ｒ 達 成 の 失 敗 と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 す な わ ち 、 所 定 の 症 例 に お い て 、 Ｄ Ｏ Ｓ の 値 は 、 予 測 さ れ る 応 答 の タ イ プ に つ い て の 確
率 を 決 定 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 各 患 者 に 関 す る 臨 床 環 境 が 、 カ ッ ト オ
フ と し て 使 用 さ れ る か ま た は 特 異 患 者 に 関 し て 臨 床 的 決 定 を 下 す の を 助 け る Ｄ Ｏ Ｓ （ Ｐ Ｃ
Ｃ ） の 値 を 予 測 さ せ る こ と を 理 解 で き る は ず で あ る 。 た と え ば 、 一 実 施 態 様 で は 、 Ｔ Ｋ Ｉ
薬 剤 に 対 し 有 効 な 応 答 を 発 す る 患 者 群 の 数 を 最 適 精 度 で 測 定 す る こ と が 望 ま し い 。 た と え
ば 、 大 部 分 の Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患 者 は 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト ま た は グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ）
で の 処 置 に 対 し て 非 常 に 有 効 に 応 答 す る が 、 患 者 の 中 に は 十 分 応 答 し な い 場 合 も あ り 、 Ｔ
Ｋ Ｉ の 試 験 を 完 了 さ せ る の に 失 わ れ た 時 間 が 他 の 処 置 、 た と え ば 骨 髄 移 植 を 始 め る 決 定 を
遅 ら す こ と に な る 。 こ の 状 況 で は 、 患 者 が 有 効 な 応 答 を 示 す 、 す な わ ち Ｃ Ｃ Ｒ に 達 す る と
思 わ れ る 時 点 お よ び 患 者 が 十 分 に は 応 答 し な い と 思 わ れ る 時 点 よ り 先 に 決 定 す る こ と が 重
要 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 状 況 で は 、 偽 陽 性 （ Ｃ Ｃ Ｒ を 有 す る 患 者 と し て 誤 分 類 さ れ
た Ｃ Ｃ Ｒ を 有 し な い 患 者 ） お よ び 偽 陰 性 （ Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 で の 処 置 時 に Ｃ Ｃ Ｒ 応 答 を 有 す る と
は 予 測 さ れ な い 患 者 と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ Ｒ 応 答 を 有 す る 患 者 ） は 両 方 と も 不 利 で あ る
。 偽 陽 性 は 、 成 果 が 得 ら れ な い と 判 明 す る こ と に な る 不 必 要 で 時 間 浪 費 の 薬 剤 試 験 を も た
ら し 得 、 偽 陰 性 は 、 十 分 応 答 す る の に Ｔ Ｋ Ｉ で 処 置 さ れ な い 患 者 を 生 じ 得 る 。 こ れ は 、 こ
の 状 況 に お い て 、 共 に 偽 陽 性 を 最 小 限 に し 、 同 時 に 偽 陰 性 を 最 小 限 に す る 、 す な わ ち 正 確
さ を 最 大 限 に す る こ と が 望 ま し い こ と を 意 味 す る 。 使 用 す べ き 特 徴 的 な 遺 伝 子 の 最 適 数 の
決 定 お よ び Ｐ Ｃ Ｃ の 正 確 な 値 は 、 図 １ お よ び ２ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ れ の 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 患 者 集 団 を 応 答 者 お よ び 非 応
答 者 に 分 け る こ と が 望 ま し く 、 こ れ は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た 最 適 化 ３ １ 予 測 因 子 遺 伝 子 セ
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ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 図 １ お よ び 図 ２ に 示 さ れ て い る 通 り 実 行 さ れ （ 下 記 に 記 載 さ れ
て い る 通 り ） 、 患 者 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た 平 均 無 完 全 細 胞 遺 伝 的
応 答 （ Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ） と ０ .５ ７ ０ よ り 大 き い Ｐ Ｃ Ｃ で 相 関 関 係 を 示 す 場 合 、 患 者 は Ｔ Ｋ
Ｉ 薬 剤 処 置 に 対 す る 非 応 答 者 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 患 者 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が ０ .５ ７ ま た は そ れ 未 満 の Ｃ Ｃ で 平 均 Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現
と 相 関 関 係 を 示 す 場 合 、 患 者 は Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 処 置 に 対 す る 応 答 者 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｃ Ｃ の 値 は 最 適 感 度 を 生 じ る よ う に 設 定 さ れ 得 る 。 す な
わ ち 、 起 こ り 得 る 偽 陽 性 （ 良 好 応 答 者 と し て 誤 分 類 さ れ た 非 応 答 者 ） の 数 を 最 小 限 に す る
た め で あ る 。 か か る 最 適 感 度 設 定 は 、 所 定 の 患 者 が 良 好 応 答 者 で あ る か 否 か の 決 定 を 、 最
大 限 の 確 実 性 が 得 ら れ る よ う に し て 決 定 し な け れ ば な ら な い 状 況 に お い て 指 示 さ れ る 。 こ
の 実 施 態 様 で は 、 最 適 化 特 異 性 に 関 す る 閾 値 は 、 Ｐ Ｃ Ｃ を ０ .５ ４ ０ ０ の 閾 値 に 設 定 す る
こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 下 記 で 示 さ れ た 実 施 例 で は 、 こ の Ｐ Ｃ Ｃ の 値 に よ り 、 偽 陽 性 の 数
は 減 少 し （ Ｎ ＝ １ ） 、 極 め て 僅 か に 過 ぎ な い が 偽 陰 性 の 数 は 増 加 し た （ Ｎ ＝ ３ ） 。 ｒ ＝ ０
.４ ３ ７ で の 閾 値 を 用 い る こ と に よ り 、 特 異 性 は さ ら に 高 め ら れ 、 偽 陽 性 は 全 て 排 除 さ れ
る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 使 用 さ れ る Ｃ Ｃ の 値 が 偽 陰 性 と 比 較 べ て 偽 陽 性 の 相 対 数 を 決 定 す る た
め 、 こ の 値 は 患 者 の 個 々 の 臨 床 的 要 求 を 満 た す よ う に 選 択 さ れ 得 る こ と は 容 易 に 理 解 で き
る は ず で あ る 。 た と え ば 、 示 さ れ た 実 施 例 で は 、 最 適 精 度 は ０ .５ ４ ０ の Ｐ Ｃ Ｃ で 見 出 さ
れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 最 適 精 度 」 の 語 は 、 偽 陽 性 数 お よ び 偽 陰 性 数 が 両 方 と も 最
小 限 に さ れ る 条 件 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｃ の 値 は 、 最 適 感 度 を も た ら す よ う に 設 定 さ れ 得 る
。 す な わ ち 、 起 こ り 得 る 偽 陰 性 （ 非 応 答 者 と し て 誤 分 類 さ れ た 良 好 応 答 者 ） の 数 を 最 小 限
に す る た め で あ る 。 か か る 最 適 感 度 設 定 は 、 所 定 の 患 者 が 良 好 応 答 者 で あ る か 否 か の 決 定
を 、 最 大 限 の 確 実 性 が 得 ら れ る よ う に し て 決 定 し な け れ ば な ら な い 状 況 に お い て 指 示 さ れ
る 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 閾 値 は 、 Ｃ Ｃ を ０ .６ ２ ０ の 閾 値 に 設 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ
る 。 与 え ら れ た 実 施 例 で は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た ３ １ 遺 伝 子 セ ッ ト 予 測 因 子 プ ロ ー ブ を 用
い る こ と に よ り 、 Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 群 と 比 べ て Ｃ Ｃ が ０ .６ ２ ０ よ り 大 き い 患 者 は １ ０ ０ ％ 弱
応 答 者 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 実 施 例 で 示 さ れ て い る 通 り 、 当 業 者 で あ れ ば 、 感 度 を 最 大 限 に す る か 特 異 性 ま た は 精 度
を 最 大 限 に す る か 偽 陽 性 ま た は 偽 陰 性 の 比 率 を 望 ま し い も の に す る Ｐ Ｃ Ｃ を 選 択 で き る は
ず で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 容 易 に 臨 床 状 況 に 対 し Ｐ Ｃ Ｃ の 選 択 を 調 節 で き る は ず で あ り
、 そ れ に よ っ て 患 者 は 最 大 の 恩 恵 お よ び 安 全 性 を 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 す な わ ち 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｔ Ｋ Ｉ 薬 剤 、 た と え ば イ マ チ ニ ブ メ シ レ
ー ト ま た は グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ） に 対 す る Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 性 疾 患 、 た と え ば Ｐ ｈ ＋ 白 血 病 患
者 の 応 答 を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ） に つ い て の 潜 在 的 候 補 で あ る 患 者 か ら 採
血 す る こ と に よ り 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た ５ ５ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ２ 個 ま た は
そ れ 以 上 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 す る 。 候 補 か ら の こ の 遺 伝 子 群 の Ｒ Ｎ Ａ 発
現 レ ベ ル を 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ て い る 同 遺 伝 子 に つ い て の 平 均 Ｃ Ｃ Ｒ 発 現 レ
ベ ル と 比 較 し 、 Ｐ Ｃ Ｃ を 算 出 す る 。 係 数 が ０ .５ ７ 以 上 ま た は ０ .５ ４ 以 上 で あ る 場 合 、 候
補 は 、 グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ） （ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） 処 置 後 に Ｃ Ｃ Ｒ を 有 す る こ と が 予 測 さ れ
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る 。 係 数 が そ れ ぞ れ ０ .５ ７ 未 満 ま た は ０ .５ ４ 未 満 で あ る 場 合 、 候 補 は 、 非 応 答 者 で あ る
こ と が 予 測 さ れ る 。 一 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に お け る 複 数 の 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ
Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 し 、 比 較 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 示 さ れ た 全 ５ ５ 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ
発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 し 、 比 較 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た
複 数 の ３ １ 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 し 、 比 較 す る 。 最 も 好 ま し い 実 施 態 様
で は 、 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た 全 遺 伝 子 １ ～ ３ １ の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 測 定 し 、 表 １ ２
Ａ に お け る 平 均 Ｃ Ｃ Ｒ 発 現 測 定 値 と 比 較 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 明 ら か に 、 他 の Ｃ Ｃ も 使 用 さ れ 得 、 図 ２ で 示 さ れ て い る 通 り 異 な る エ ラ ー 割 合 を も た ら
す 。 当 業 者 で あ れ ば 、 Ｐ Ｃ Ｃ を 選 択 す る こ と に よ り 、 測 定 対 象 に よ っ て 異 な る カ ッ ト オ フ
値 と し て 用 い 得 る 。 た と え ば 、 割 合 が 高 い 場 合 、 偽 陽 性 の 数 は 増 加 す る が 偽 陰 性 の 数 は 減
少 す る 。 低 い Ｐ Ｃ Ｃ を 使 用 す る と 、 逆 に 偽 陰 性 の 数 は 増 加 す る が 、 偽 陽 性 の 数 は 減 少 す る
。 表 １ ２ Ａ に 示 さ れ た 最 も 好 ま し い ３ １ 遺 伝 子 の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 用
い て 計 算 さ れ た ０ .５ ７ の 最 適 値 は 、 精 度 を 最 適 化 す る も の で あ り 、 ０ .５ ４ の 値 を 用 い る
と （ こ の 状 況 で は ） 特 異 性 は 最 適 化 さ れ る （ 偽 陽 性 は 最 小 限 に さ れ る ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ を 用 い た Ｔ Ｋ Ｉ 応 答 の 測 定
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ） で 処 置 さ れ た と き の Ｐ ｈ ＋
白 血 病 患 者 に お け る Ｃ Ｈ Ｒ お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 見 込 み を 予 測 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法
は 、 現 在 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｒ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る ３ 遺 伝 子 、 す な わ
ち Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ お よ び ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 の １ 個 ま た は そ れ 以 上 に
お け る 特 異 的 Ｓ Ｎ Ｐ の 存 在 ま た は 不 存 在 の 測 定 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る ヌ ク レ オ チ ド － ５ １ １ 位 で の 多 型 Ｃ →
Ｔ （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 ； ア ミ ノ 酸 変 化 無 し ） ま た は （ 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド １
４ ２ ３ 位 で の Ｃ → Ｔ ） の 存 在 に よ り 、 図 ７ お よ び 表 ３ に 示 さ れ て い る 通 り Ｍ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す
る 患 者 の 見 込 み が 予 測 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 現 在 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｒ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る
ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 部 位 に お け る 多 型 の 存 在 に よ り 、 図 ４ お よ び 表 ３ に 示 さ れ て い る
通 り 患 者 に お け る Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 見 込 み が 顕 著 に 予 測 さ れ る 。 こ の 推 定 遺 伝 子 は チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 グ リ ベ ッ ク （ 登 録 商 標 ） に つ い て の 候 補 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １
遺 伝 子 （ 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ４ ６ ２ 位 で の Ｉ ｌ ｅ か ら Ｖ ａ ｌ へ の 変 化 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 で の Ｇ → Ａ 変 化 を も た ら す ） に お け
る 多 型 の 存 在 が 測 定 さ れ る 。 こ の 多 型 が 検 出 さ れ る 場 合 、 Ｃ Ｈ Ｒ を 示 す 患 者 の 見 込 み は 図
６ お よ び 表 ３ に 示 さ れ て い る 通 り 著 し く 低 減 化 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 １
　 方 法 １
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 使 用
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 同 定 お よ び 特 性 検 定
　 Ｓ Ｎ Ｐ を 同 定 し 、 特 性 検 定 す る の に は 、 １ 本 鎖 立 体 配 座 多 型 解 析 、 熱 変 性 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ る ヘ テ ロ ２ 本 鎖 解 析 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 お よ び コ ン
ピ ュ ー タ ー 方 法 を 含 む 多 く の 異 な る 技 術 が 使 用 さ れ 得 る 。 Shi、 Clin.Chem.、 第 ４ ７ 巻 、
２ 号 、 １ ６ ４ － １ ７ ２ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。 公 開 デ ー タ ベ ー ス に お け る 豊 富 な 配 列 情 報 の
お か げ で 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ツ ー ル を 駆 使 し て 、 所 定 の 遺 伝 子 に つ い て 独 立 的 に 提 示 さ れ た
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配 列 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム 配 列 ） を 平 行 整 列 さ せ る こ と に よ り 、 Ｓ Ｎ Ｐ が イ ン シ リ コ で
同 定 さ れ 得 る 。 実 験 的 に 、 そ し て イ ン シ リ コ （ in silico） 方 法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｎ Ｐ の
比 較 結 果 は 、 Ｓ Ｎ Ｐ Ｆ ｉ ｎ ｄ ｅ ｒ （ http://lpgws.nci.nih.gov:82/perl/snp/snp_cgi.pl
） に よ り 見 出 さ れ た 候 補 Ｓ Ｎ Ｐ の ５ ５ ％ が 実 験 的 に も 発 見 さ れ た こ と を 示 し て い た 。 Cox
、 Boillotお よ び Canzian、 Hum.Mutat.、 第 １ ７ 巻 、 ２ 号 、 １ ４ １ － １ ５ ０ 頁 （ ２ ０ ０ １ ）
参 照 。 し か し な が ら 、 こ れ ら イ ン シ リ コ 方 法 で は 、 真 の Ｓ Ｎ Ｐ の ２ ７ ％ し か 見 出 せ 得 な い
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 現 在 、 最 も 一 般 的 な Ｓ Ｎ Ｐ タ イ ピ ン グ 方 法 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 プ ラ イ マ ー
伸 長 お よ び 開 裂 方 法 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 各 々 、 適 切 な 検 出 シ ス テ ム に 連 結 さ れ な け れ
ば ら な ら い 。 検 出 技 術 に は 、 蛍 光 偏 光 法 （ Chen、 Levineお よ び Kwok、 Genome Res.、 第 ９
巻 、 ５ 号 、 ４ ９ ２ － ４ ９ ８ 頁 （ １ ９ ９ ９ ） 参 照 ） 、 ピ ロ リ ン 酸 放 出 の 発 光 量 検 出 法 （ パ イ
ロ シ ー ケ ン シ ン グ ） （ Ahmadian et al.、 Anal.Biochem.、 第 ２ ８ ０ 巻 、 １ 号 、 １ ０ ３ － １
１ ０ 頁 （ ２ ０ ０ ０ ） ） 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） に 基 く 開 裂 検 定 法 、 Ｄ Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ お よ び 質 量 分 析 法 が あ る 。 Shi（ ２ ０ ０ １ ） 、 前 出 お よ び 米 国 特 許 第 ６ ３ ０ ０ ０ ７ ６
Ｂ １ 号 参 照 。 他 の Ｓ Ｎ Ｐ 検 出 お よ び 特 性 検 定 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ６ ２ ９ ７ ０ １ ８ Ｂ １ 号 お
よ び 同 ６ ３ ０ ０ ０ ６ ３ Ｂ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 上 記 参 考 文 献 の 開 示 内 容 は 、 本 明 細 書 に
お い て 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 多 型 の 検 出 は 、 い わ ゆ る イ ン ベ ー ダ ー （ Ｉ Ｎ
Ｖ Ａ Ｄ Ｅ Ｒ 、 商 標 ） 技 術 （ ウ ィ ス コ ン シ ン 、 マ デ ィ ソ ン の サ ー ド ・ ウ ェ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ
ー ズ 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド か ら 入 手 可 能 ） に よ り 実 施 さ れ 得 る 。 こ の 検 定 で は 、 特 異 的
上 流 「 イ ン ベ ー ダ ー 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 部 分 重 複 下 流 プ ロ ー ブ が 一 緒 に な っ て 、
相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と 結 合 し た と き に 特 異 構 造 を 形 成 す る 。 こ の 構 造 が 認 識 さ れ る と 、 こ れ
を ク リ ア バ ー ゼ 酵 素 に よ り 特 異 部 位 で 切 断 し 、 こ の 結 果 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
５ 'フ ラ ッ プ が 放 出 さ れ る 。 次 い で 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 反 応 混 合 物 に 含 ま れ る 合 成 二
次 標 的 お よ び 二 次 蛍 光 標 識 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ に 関 し て 「 イ ン ベ ー ダ ー 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と し て の 役 割 を 果 た す 。 こ の 結 果 、 ク リ ア バ ー ゼ 酵 素 に よ り 二 次 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が 特
異 開 裂 さ れ る 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 し 得 る 色 素 分 子 で 標 識 さ れ た 、 こ の 二 次 プ ロ ー ブ
が 開 裂 さ れ た と き 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 発 生 さ れ る 。 ク リ ア バ ー ゼ は 、 重 複 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
フ ラ ッ プ に よ り 形 成 さ れ た 構 造 に 関 し て 厳 し い 必 要 条 件 を 有 す る た め 、 下 流 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に あ
る 開 裂 部 位 の す ぐ 上 流 に お け る 一 塩 基 対 誤 対 合 の 特 異 的 検 出 に 使 用 さ れ 得 る 。 Ryan et al
.、 Mol.Diagn.、 第 ４ 巻 、 ２ 号 、 １ ３ ５ － １ ４ ４ 頁 （ １ ９ ９ ９ ） ； Lyamichev et al.、 Nat
.Biotechnol.、 第 １ ７ 巻 、 ３ 号 、 ２ ９ ２ － ２ ９ ６ 頁 （ １ ９ ９ ９ ） 、 お よ び 同 じ く 米 国 特 許
第 ５ ８ ４ ６ ７ １ ７ 号 お よ び 第 ６ ０ ０ １ ５ ６ ７ 号 参 照 、 こ れ ら に つ い て は 出 典 明 示 に よ り 援
用 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 態 様 の 中 に は 、 組 成 物 が 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド の
同 一 性 を 同 時 に プ ロ ー ブ す る た め に ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 標 識 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 も あ る 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー 組 成 物 が 、 多 型 部 位 を 含 む ２ つ ま た は そ
れ 以 上 の 領 域 の 同 時 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ お よ び 増 幅 を 行 え る よ う に 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー 対 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の セ ッ ト を 含 み 得 る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 応 答 予 測 に 関 す る Ｓ Ｎ Ｐ の 使 用
　 薬 理 遺 伝 学 解 析 を 実 施 す る こ と に よ り 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 国 際 ラ ン ダ ム 化 試 験 対 Ｓ Ｔ
Ｉ ５ ７ １ （ Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ ） 試 験 と し て も 知 ら れ て い る 、 臨 床 試 験 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ に
お い て Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と 関 連 す る 遺 伝 因 子 を 同 定 し た 。 ２ ６ 遺 伝 子 に お け る ６ ８ の 多 型 遺 伝 子 座
を 調 べ る と 、 十 分 に 確 認 さ れ た 細 胞 遺 伝 学 応 答 （ Ｏ Ｋ Ｒ ） お よ び １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ に マ ッ
ピ ン グ さ れ た ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 間 で の イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お け る 顕 著 な 関 連 が 観
察 さ れ た （ ｐ ＝ ０ .０ ０ ０ ３ ６ 、 Bonferroni補 正 ｐ ＝ ０ .０ ２ ４ ） 。 こ の 遺 伝 子 座 に Ｃ Ｃ 遺

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-522221 A 2005.7.28



伝 子 型 を 有 す る 個 体 は 、 イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ た と き ４ ７ ％ の 主 要 細 胞 発 生 応 答 （ Ｍ ｃ ｙ
Ｒ ） 率 を 有 し て お り 、 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を 有 す る 個 体 は イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ た と
き ８ ８ ％ の 応 答 率 を 有 し て い た （ Ｏ Ｒ ： ４ .６ ９ ；  ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ ４ 、 １ ７ .７ ６ ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 、 こ の 多 型 お よ び 最 良 細 胞 遺 伝 学 応 答 未 確 認 （ Ｂ Ｋ Ｒ ） 間 に も 顕 著 な 関 連 性 が 見 ら
れ た （ ｐ ＝ ０ .０ １ ９ ） 。 １ ８ ヶ 月 追 跡 デ ー タ で も 関 連 性 は 顕 著 で あ っ た 。 病 勢 進 行 ま で
の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ） 分 析 に よ り 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の 遺 伝 子 型 に 基 づ い た 進
行 事 象 に お け る 顕 著 な 差 異 が 説 明 さ れ た 、 図 ８ 参 照 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 さ ら に 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 多 型 と の Ｌ Ｄ に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 多 型 、 お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 間
に は 追 加 的 な 関 連 性 が 検 出 さ れ た （ ｐ ＝ ０ .０ １ ４ 、 Bonferroni補 正 ｐ 値 ＝ ０ .９ ５ ） 。 Ｃ
－ ５ １ １ Ｔ  Ｉ Ｌ １ － ベ ー タ 遺 伝 子 座 に Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 は 、 ９ ４ ％ の Ｍ Ｃ
ｙ Ｒ 率 を 有 し て お り 、 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 は ７ ２ .４ ％ の 応 答 率 を 有 し て
い た （ Ｏ Ｒ ： ５ .０ ３ ；  ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ １ 、 ２ ０ .８ １ ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 さ ら に 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト 処 置 個 体 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 で の 応 答 お よ び 多
型 間 に 顕 著 な 関 連 性 が 観 察 さ れ た 。 応 答 お よ び 上 記 多 型 間 で の 関 連 性 に 加 え て 、 こ れ ら の
多 型 は 、 病 勢 進 行 ま で の 期 間 と 関 連 性 を 示 し た 。 し た が っ て 、 個 体 の 遺 伝 子 型 は 、 病 気 の
Ｔ Ｔ Ｐ の 予 測 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ２ 種 の 異 な る 関 連 性 試 験 は 、 全 応 答 デ ー タ を 含 む 試 験 に よ る 患 者 情 報 に 基 づ い て 行 な わ
れ た 。 関 連 性 試 験 は 、 Ｃ Ｈ Ｒ お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 応 答 に 基 づ い て 実 施 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － １ ベ ー
タ 遺 伝 子 内 の 多 型 お よ び ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 （ 前 に Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 内 の 多 型 と し て 称 し
た ） は 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と 著 し い 関 連 性 を 示 し た （ ｐ ＝ ０ .０ １ ２ １ お よ び ｐ ＝ ０ .０ ０ ４ ） 。 Ｃ
Ｙ Ｐ １ Ａ １ 多 型 は 、 Ｃ Ｈ Ｒ と 著 し く 関 連 し て い た （ ｐ ＝ ０ .０ ０ ４ ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 試 験 の 結 果 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 内 の 多 型 が 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 患 者 に お い て Ｃ
Ｈ Ｒ に つ い て の 予 測 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 こ の 試 験 の 結
果 に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ プ ロ モ ー タ ー に お け る 多 型 お よ び 推 定 遺 伝 子 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３
領 域 の Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る 多 型 、 す な わ ち ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 が 同 定
さ れ 、 こ れ ら は Ｍ Ｃ ｙ Ｒ に つ い て の 予 測 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 血 液 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 遺 伝 応 答 の 予 測 マ ー カ ー を 同 定 す る 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 は 、
第 三 相 臨 床 試 験 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ で 実 施 さ れ た 。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ は 、 以
前 に Ｐ ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｐ 処 置 を 受 け た こ と が 無 い 、 新 た に 診 断 さ れ た 患 者 に お け る Ｓ Ｔ Ｉ
５ ７ １ 対 シ タ ラ ビ ン ア ラ ビ ノ シ ド （ Ａ ｒ ａ － Ｃ ） と 合 わ せ た Ｉ Ｆ Ｎ ‐ ア ル フ ァ の 試 験 で あ
っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ お よ び １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ に 位 置 す る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 間 の
関 連 性 は 、 驚 く べ き か つ 新 規 な も の で あ り 、 本 発 明 の 基 礎 の 一 部 を 形 成 す る 。 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ 領 域 を 含 む 、 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の イ ン ト ロ ン 領 域 に マ ッ ピ ン グ
さ れ た ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 は 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お け る 細 胞 遺 伝 的 応 答 に つ い て
の 遺 伝 マ ー カ ー と し て 見 な さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 Ｃ Ｍ Ｌ の 顕 著 な 特 徴 で あ る Ｐ ｈ 染 色 体 は 、 白 血 病 細 胞 の 増 殖 に 結 び つ い た 若 干 の 細 胞 過
程 に 対 し て 構 成 的 に 作 用 す る 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ を 生 じ る 。 イ マ チ ニ ブ メ シ
レ ー ト （ グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） 、 グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商
標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） は 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 融 合 タ ン パ ク 質 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を
阻 害 し 、 そ の 結 果 Ｐ ｈ ＋ 細 胞 の 増 殖 は 阻 止 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 細 胞 遺 伝 応 答 の 遺 伝 マ ー カ ー を 同 定 す る 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 は 、 臨 床 試 験 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １
 ０ １ ０ ６ で 実 施 さ れ た 。 こ れ は 、 以 前 に Ｐ ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｐ 処 置 を 受 け た こ と が 無 い 、
新 た に 診 断 さ れ た 患 者 に お け る イ マ チ ニ ブ 対 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ‐ ア ル フ ァ （ Ａ ｒ ａ － Ｃ を
合 わ せ た Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ ） の 第 三 相 試 験 で あ っ た 。 薬 理 遺 伝 学 的 プ ロ ト コ ー ル は 米 国 セ
ン タ ー で の み 提 供 さ れ た 。 イ マ チ ニ ブ ま た は Ｉ Ｆ Ｎ ‐ ア ル フ ァ で 処 置 さ れ た 合 計 １ ０ ９ 名
の 患 者 、 米 国 患 者 の ５ ７ .７ ２ ％ は こ の 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 へ の 参 加 に 同 意 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 試 験 の 主 目 的 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ で の 処 置 に
つ い て ラ ン ダ ム 化 し た 患 者 と 比 較 し た 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 に つ い て ラ ン ダ ム 化 し た 以 前 に Ｐ
ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｐ 処 置 を 受 け た こ と が 無 く 新 た に 診 断 さ れ た 成 人 患 者 に お け る Ｔ Ｔ Ｐ の 測
定 で あ っ た 。 Gathmann、 Reeseお よ び Wehrle、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第
３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 」 の 語 は 、 全 体 的 Ｃ Ｃ Ｒ の 合 計 を 意 味 し 、 定 義 さ
れ 、 ま た 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 部 分 的 細 胞 遺 伝 応 答 」 の 語 は 、 Ｐ ｈ ＋ 細 胞 が 骨 髄 細
胞 に お い て ３ ５ ％ ま た は そ れ 未 満 で あ る 状 態 を 意 味 す る 。 Boltonお よ び Gathmann（ ２ ０ ０
２ ） 、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （ ２ ０
０ ３ ） 参 照 。 こ の 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 に つ い て は 、 細 胞 遺 伝 応 答 は 一 次 効 力 基 準 と し て 選 択
さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ か ら の １ ２ ヶ 月 デ ー タ は 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お け る Ｍ Ｃ
ｙ Ｒ 率 （ 確 認 さ れ た ） が 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ お よ び Ａ ｒ ａ － Ｃ の 組 合 せ に つ い て の １ ２ .
１ ％ と 比 べ て 、 ７ ５ .８ ％ で あ っ た こ と を 立 証 し て い る 。 Boltonお よ び Gathmann（ ２ ０ ０
２ ） 前 出 、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （
２ ０ ０ ３ ） 参 照 。 イ マ チ ニ ブ に よ る 第 一 線 の 処 置 に よ り 、 Ｃ Ｍ Ｌ 処 置 の 主 目 的 で あ る 、 Ｍ
Ｃ ｙ Ｒ 達 成 の 見 込 み は 顕 著 に 増 加 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 イ マ チ ニ ブ に 対 す る Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 の 応 答 に お け る 遺 伝 子 発 現 変 異 を こ の 報 告 前 に 調 べ た 。
イ マ チ ニ ブ に 応 答 す る 患 者 を 、 応 答 し な い 患 者 と 比 較 し て 差 別 化 す る 能 力 が あ る 予 測 ス コ
ア シ ス テ ム は 公 開 さ れ て い る 。 予 測 ス コ ア シ ス テ ム の 設 計 は 、 １ ５ ま た は ３ ０ 遺 伝 子 の 発
現 パ タ ー ン に 基 づ い て い た 。 Kaneta et al.、 Jpn.J.Cancer Res.、 第 ９ ３ 巻 、 ８ ４ ９ － ８
５ ６ 頁 （ ２ ０ ０ ２ ） 参 照 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 イ マ チ ニ ブ に 対 す る 初 回 応 答 後 病 状 が 再 発 し て い る 患 者 の Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ キ ナ
ー ゼ ド メ イ ン に お い て 幾 つ か の Ｓ Ｎ Ｐ が 同 定 さ れ た 。 Shar et al.、 Cancer Cell、 第 ２ 巻
、 ２ 号 、 １ １ ７ － １ ２ ５ 頁 （ ２ ０ ０ ２ ） 参 照 。 こ れ ら の 発 見 を 、 応 答 の 遺 伝 マ ー カ ー と し
て の ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ の 同 定 と 合 わ せ る こ と は 、 ど の 患 者 が イ マ チ ニ ブ 処 置 に 応 答 す る
か を 解 明 す る 助 け と な り 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 多 型 の 評 価 に 関 す る 第 二 の 目 的 に 取 組 む た め 、 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １
 ０ １ ０ ６ に お け る 細 胞 遺 伝 応 答 の こ の 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 を 完 了 さ せ た 。 候 補 遺 伝 子 方 法
を 用 い て 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 個 体 に お い て 細 胞 遺 伝 応 答 の 遺 伝 マ ー カ ー を 同 定 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 遺 伝 子 解 析
　 異 な る ２ 方 法 に よ り Ｓ Ｎ Ｐ を 発 生 さ せ た 。 サ ー ド ・ ウ ェ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 、 イ ン コ
ー ポ レ イ テ ッ ド （ マ デ ィ ソ ン 、 ウ ィ ス コ ン シ ン ） は 、 Ｓ Ｎ Ｐ の 一 コ レ ク シ ョ ン を 開 発 し 、
デ ー タ ベ ー ス マ イ ニ ン グ 方 法 を 用 い て 他 の セ ッ ト を 組 織 内 で 開 発 し た 。 公 開 デ ー タ ベ ー ス
、 た と え ば Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ 、 Ｓ Ｎ Ｐ  Consortium、 Ｌ ｏ ｃ ｕ ｓ  Ｌ ｉ ｎ ｋ お よ び ｄ ｂ Ｓ Ｎ Ｐ を 使 用
し た 。 候 補 遺 伝 子 は 、 浮 腫 、 Ａ Ｄ Ｍ Ｅ 、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 、 病 気 の 原 因 ま た は 薬 剤 作 用 機 構 に お
け る そ れ ら の 関 与 を 含 む 根 本 的 理 由 に 基 づ い て 選 択 さ れ た 。 サ ー ド ・ ウ ェ ー ブ ・ テ ク ノ ロ
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ジ ー ズ 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド は 、 遺 伝 子 解 析 用 Ｓ Ｎ Ｐ 検 定 法 を 開 発 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 投 与 処 置 前 の 試 験 の 一 日 目 、 ２ ０ ｍ Ｌ の 血 液 を 、 米 国 の み で 登 録 さ れ た 患 者 か ら 入 手 し
た 。 別 々 の 薬 理 遺 伝 学 的 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト フ ォ ー ム を 地 方 倫 理 委 員 会 に よ り 認 め
ら れ た プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 得 た 後 、 基 礎 血 液 試 料 を 集 め た 。 製 造 業 者 の 勧 告 に し た
が っ て ピ ュ ア ジ ー ン （ Ｐ Ｕ Ｒ Ｅ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ 、 商 標 ） Ｄ Ｎ Ａ 分 離 キ ッ ト （ Ｄ － ５ ０ Ｋ ） （ ジ ェ
ン ト ラ 、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ ） を 用 い て 薬 理 遺 伝 学 部 門 に よ り Ｄ Ｎ Ａ が 抽 出 さ れ た 。
Pharmacogenetics、 PGP-13（ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。 製 造 業 者 の 勧 告 に し た が っ て イ ン ベ ー ダ ー
（ 登 録 商 標 ） ア ッ セ イ （ サ ー ド ・ ウ ェ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド ） を
用 い て ６ ０ ｎ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 遺 伝 子 解 析 を 実 施 し た 。 Lyamichev et al.（ １ ９
９ ９ ） 前 出 参 照 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ハ ー デ ィ ー ‐ ワ イ ン バ ー グ （ Hardy‐ Weinberg） 平 衡 （ Ｈ Ｗ Ｅ ） 試 験 を 追 加 的 品 質 制 御
チ ェ ッ ク と し て 実 施 し た 。 遺 伝 子 解 析 さ れ た 個 体 の サ ブ セ ッ ト お よ び 対 照 の サ ブ セ ッ ト に
お い て Ｈ Ｗ Ｅ を 分 析 し た 。 ハ ー デ ィ ー ‐ ワ イ ン バ ー グ （ Hardy－ Weinberg） 法 則 は 、 対 立
遺 伝 子 頻 度 が 、 無 作 為 交 配 の 大 き な 集 団 に お い て は 世 代 間 で 変 化 し な い と 述 べ て い る 。 Ｈ
Ｗ Ｅ か ら の 偏 向 は 、 ２ つ の 可 能 性 ： １ ） 遺 伝 子 解 析 の 誤 り ま た は ２ ） 多 型 お よ び 試 験 さ れ
て い る 集 団 間 の 関 連 性 の う ち の 一 つ を 示 唆 し て い る 。 第 二 の 場 合 、 特 定 多 型 は 、 病 因 に あ
る 程 度 関 与 し て い る 場 合 、 予 測 さ れ る よ り も 高 頻 度 で 観 察 さ れ 得 る 。 統 計 プ ロ グ ラ ム Ｓ Ａ
Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ （ キ ャ リ ー 、 Ｎ Ｃ ） で 全 統 計 処 理 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 統 計 的 方 法
　 遺 伝 子 解 析 さ れ た 集 団 の 代 表 的 性 質
　 遺 伝 子 解 析 さ れ た 集 団 が 全 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 集 団 の う ち ど の 程 度 を 代
表 す る も の で あ る か を 測 定 す る た め 、 ２ 集 団 の 人 口 統 計 を 比 較 し た 。 さ ら に 、 遺 伝 子 解 析
さ れ た 集 団 は 米 国 患 者 の み に よ り 構 成 さ れ る た め 、 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 試 験 に お け
る 全 米 国 患 者 に つ い て も 個 別 集 団 と し て 調 査 し た 。 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ を 用 い
て 年 齢 を 比 較 し 、 統 計 プ ロ グ ラ ム Ｓ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ に お け る 直 接 確 率 検 定 を 用 い て
他 の 人 口 統 計 を 全 て 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 遺 伝 子 型 と 応 答 の 相 関 関 係
　 直 接 確 率 検 定 を 用 い て 、 処 置 に よ り 分 類 さ れ た Ｏ Ｋ Ｒ （ 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 、 確 認 済 み ）
と 各 患 者 の 遺 伝 子 型 を 比 較 し た 。 ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 １ １ 日 木 曜 日 に 作 製 さ れ た Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１  ０ １ ０ ６ 臨 床 デ ー タ ベ ー ス か ら の １ ２ ヶ 月 ｅ ｆ ｆ １ ｓ ｔ .ｓ ｄ ２ パ ネ ル か ら 応 答 状 態 を
測 定 し た 。 こ れ は 、 試 験 中 の 各 患 者 に つ い て 記 録 さ れ た デ ー タ を 含 む 公 式 の 臨 床 デ ー タ ベ
ー ス で あ る 。 患 者 の Ｏ Ｋ Ｒ レ ベ ル を ８ 範 ち ゅ う に よ り 臨 床 で 定 義 す る 。 こ れ ら ８ ク ラ ス を
２ つ の 異 な る 群 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ  Ｍ Ｃ ｙ Ｒ に 分 け た 。 Ｐ ｈ ＋ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ
が ３ ５ ％ 以 下 で あ る 場 合 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 す る も の と し て 患 者 を 分 類 し た 。 非 応 答 者 は 、
小 細 胞 遺 伝 応 答 、 ＞ ３ ５ ～ ６ ５ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 、 極 小 細 胞 遺 伝 応 答 、 ＞ ６ ５ ～ ９ ５ ％ Ｐ ｈ ＋
細 胞 お よ び 無 細 胞 遺 伝 応 答 、 ＞ ９ ５ ～ １ ０ ０ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 を そ れ ぞ れ 示 す 患 者 を 含 ん で い
た （ 表 １ 参 照 ） 。 ク ロ ス オ ー バ ー 前 の 第 一 線 処 置 結 果 に よ り 効 力 を 分 析 し た 。 処 置 を 中 止
し た （ ｎ ＝ １ ４ ） か ま た は 代 替 処 置 ア ー ム に 交 差 さ せ た （ ｎ ＝ ３ ） 患 者 は 、 薬 理 遺 伝 学 解
析 の こ の 部 分 に は 含 ま れ な か っ た 。 さ ら に 、 評 価 不 可 能 （ Ｎ Ａ ） ま た は 進 行 性 疾 患 （ Ｐ Ｄ
） と し て 分 類 さ れ た 患 者 も 分 析 に 含 ま れ な か っ た （ ｎ ＝ ７ ） 。 Ｏ Ｋ Ｒ お よ び 多 型 間 で 観 察
さ れ た 顕 著 な 関 連 性 は 、 Ｂ Ｋ Ｒ （ 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 － 未 確 認 ） を 示 す 多 型 を 分 析 す る こ と
に よ り 確 認 さ れ た 。 第 一 線 処 置 の 最 終 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 で 使 用 さ れ た 患 者 の 数 は 、 ９ １ イ
マ チ ニ ブ 処 置 患 者 を 含 む １ ０ ９ で あ っ た 。 １ ０ ９ の 最 終 群 か ら の ２ ９ 患 者 は 応 答 せ ず （ Ｏ
Ｋ Ｒ ＝ ３ 、 ４ ま た は ５ ） 、 そ の う ち １ ８ は イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ て い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　

　 Ｂ Ｋ Ｒ の 分 類 は 、 表 １ に 列 挙 さ れ た も の と 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 Ｓ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ で の 解 析 用 イ ン タ ー フ ェ ー ス で あ る 、 ア ナ リ ス ト ・ ア プ リ ケ ー
シ ョ ン に よ り 、 Ｏ Ｒ お よ び ９ ５ ％ Ｃ Ｉ を 計 算 し た 。 多 重 試 験 に つ い て 補 正 す る た め 、 ボ ン
フ ェ ロ ー ニ （ Bonferroni） 補 正 因 子 を 適 用 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 人 口 統 計 、 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 変 異 性 間 の 相 関 分 析
　 ヒ ト ゲ ノ ム の 配 列 決 定 は 、 文 化 集 団 間 に お け る 生 物 学 的 差 異 へ の 多 大 な 関 心 を も た ら し
た 。 ヒ ト の 集 団 全 体 に わ た っ て 存 在 す る 夥 し い 数 の 遺 伝 子 変 異 性 は 、 遺 伝 学 研 究 に よ り 生
物 学 的 発 見 と 調 査 参 加 者 の 人 種 的 お よ び 民 族 的 背 景 間 の 関 連 性 が 発 見 さ れ 続 け る に つ れ て
、 ま す ま す 明 白 と な っ て い る 。 Fosterお よ び Sharp、 Genome Res.、 第 １ ２ 巻 、 ６ 号 、 ８ ４
４ － ８ ５ ０ 頁 （ ２ ０ ０ ２ ） 参 照 。 こ の 変 異 性 を 評 価 す る た め 、 人 種 ご と の ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５
７ ３ 多 型 を 解 析 し た 。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 デ ー タ で は 、 人 種 を 白 人 、 黒 人
、 ア ジ ア 人 お よ び そ の 他 と し て 分 類 し た 。 （ 統 計 ） 検 定 力 を 高 め る た め 、 白 人 お よ び そ の
他 と し て 再 コ ー ド 化 し た 人 種 に よ る 解 析 も 実 施 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ハ ス フ ォ ー ド （ Hasford） お よ び ソ カ イ （ Sokai） ス コ ア を 用 い て 、 生 存 を 予 測 し 、 ま た
異 な る 処 置 に つ い て 患 者 を 選 択 す る の に も こ れ を 使 用 し 得 る 。 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お け
る 応 答 お よ び ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に よ る ソ カ イ お よ び ハ ス フ ォ ー ド 予 測 ス コ ア を 分 析
し た 。 貧 血 は 、 Ｃ Ｍ Ｌ の 発 病 に 伴 う 血 液 毒 性 で あ る 。 各 患 者 の 初 診 時 で の ヘ モ グ ロ ビ ン レ
ベ ル （ ≦ ８ ０ 、 ＞ ８ ０ ） を イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 で の 応 答 と 共 に 分 析 し た 。 直 接 確 率 検 定 を
用 い て ｐ － 値 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析
　 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 モ デ ル を 用 い て 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ お よ び 一 連 の 説 明 的 変 異 性 間 の 関 連 性 を
調 べ た 。 こ の 分 析 は 、 イ マ チ ニ ブ に 対 す る 応 答 に つ い て の 危 険 因 子 と し て 遺 伝 子 型 の 累 積
的 予 測 性 を 調 べ る よ う に 設 計 さ れ て い た 。 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 の 結 果 変 数 は 、 デ ー タ セ ッ
ト の Ｏ Ｋ Ｒ カ ラ ム か ら 測 定 さ れ た 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ で あ っ た （ 表 １ ） 。 デ ー タ セ ッ ト で の Ｂ Ｋ Ｒ
カ ラ ム か ら 決 定 さ れ た 結 果 変 数 に よ り 、 さ ら な る 分 析 を 完 了 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 両 モ デ ル に は 、 遺 伝 子 型 、 人 種 、 ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル （ 初 診 時 ） お よ び ソ ー カ ル ス コ ア
が 含 ま れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 直 接 確 率 検 定 に よ り Ｍ Ｃ ｙ Ｒ （ Ｏ Ｋ Ｒ ） と 著 し い 関 連 性 を 示 す ２ 種 の 多 型 に つ い て の 遺
伝 子 型 を 、 多 変 量 解 析 に 組 入 れ た 。 こ れ ら に は 、 Ｃ Ｃ お よ び Ｃ Ｔ ＋ Ｔ Ｔ と し て コ ー ド さ れ
た Ｃ － ５ １ １ Ｔ  Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 多 型 、 お よ び Ｃ Ｃ お よ び Ｃ Ｔ ＋ Ｔ Ｔ と し て コ ー ド さ れ た
ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 が 含 ま れ る 。 検 定 力 を 高 め る た め 、 人 種 を 白 色 人 種 お よ び そ の 他
の ２ 群 と し て 再 コ ー ド し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 病 勢 進 行 ま で の 期 間
　 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ） を 分 析 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 型 お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 間 の 関
係 を さ ら に 調 べ た 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｔ Ｔ Ｐ 」 の 語 は 、 ラ ン ダ ム 化 と 以 下 の 事
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象 の う ち の 一 つ と の 間 の 期 間 と し て 定 義 さ れ る ：
　 １ ） 死 亡 （ い か な る 原 因 に せ よ 、 処 置 の 中 止 に つ い て の 主 た る 理 由 と し て 報 告 さ れ た と
き ） 、
　 ２ ） Ｗ Ｂ Ｃ 数 の 増 加 （ ク ロ ス オ ー バ ー に つ い て の 理 由 と し て 研 究 管 理 委 員 会 ［ Ｓ Ｍ Ｃ ］
に よ り 認 め ら れ た 場 合 ） 、
　 ３ ） Ｃ Ｈ Ｒ の 消 失 、
　 ４ ） Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 消 失 、 ま た は
　 ５ ） 加 速 相 （ Ａ Ｐ ） ま た は 急 性 転 化 （ Ｂ Ｃ ） ま で の 進 行 （ Boltonお よ び Gathmann（ ２ ０
０ ２ ） 、 前 出 、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４
頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 積 － 極 限 法 （ カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 、 Kaplan－ Meier） を 用 い て 、 連 続 生 存 お よ び 失 敗 回
数 か ら 直 接 生 存 関 数 を 推 定 し た 。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ０ １ ０ ６ 試 験 の 主 た る 有 効 目 標 は 、 Ｉ Ｔ Ｔ 原 理
を 用 い て 、 イ マ チ ニ ブ が Ｃ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｐ を 示 す 患 者 の 第 一 線 処 置 に 基 く Ｔ Ｔ Ｐ に 関 し て Ｉ Ｆ
Ｎ － ア ル フ ァ ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ よ り 優 れ て い る か 否 か を 決 定 す る こ と で あ っ た 。 Boltonお よ び
Gathmann（ ２ ０ ０ ２ ） 、 前 出 、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９
９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 薬 理 遺 伝 学 解 析 に つ い て は 、 イ マ チ ニ ブ に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 の み Ｔ Ｔ Ｐ 解 析
に 含 ま れ た 。 １ ２ ヶ 月 デ ー タ で は 、 進 行 事 象 は ４ 回 に 過 ぎ な か っ た 。 し た が っ て 、 １ ８ ヶ
月 追 跡 デ ー タ を Ｔ Ｔ Ｐ 解 析 で は 使 用 し た と こ ろ 、 １ ０ 進 行 事 象 で あ っ た 。 解 析 を ｒ ｓ ２ ２
９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の 遺 伝 子 型 に よ り 分 類 し て 、 Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を 示 す 個 体 が 著 し く 高
い 比 率 で 進 行 事 象 を 呈 す る か 否 か を 測 定 し た 。 Ｔ Ｔ Ｐ は 最 終 試 験 日 に 検 閲 さ れ る 。 Ｉ Ｔ Ｔ
原 理 の も と 、 以 下 の 別 の 事 象 、 た と え ば Ｃ Ｈ Ｒ 消 失 後 の Ａ Ｐ ／ Ｂ Ｃ の 進 行 が あ る 場 合 で も
進 行 の 最 初 の 証 拠 が 常 に 考 え ら れ る 。 Boltonお よ び Gathmann（ ２ ０ ０ ２ ） 、 前 出 、 お よ び
O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 結 果
　 遺 伝 子 型 お よ び 応 答 と の 相 関 関 係 の 結 果
　 ２ ６ 遺 伝 子 に お け る ６ ８ 遺 伝 子 多 型 の 解 析 に よ り 、 ２ ０ ０ ２ 年 ４ 月 １ １ 日 木 曜 日 に 作 製
さ れ た 、 １ ２ ヶ 月 固 定 デ ー タ を 用 い 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お い て ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多
型 お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 間 に 顕 著 な 関 連 性 が 認 め ら れ た （ ｐ ＝ ０ .０ ０ ０ ３ ６ 、 ボ ン フ ェ ロ ー ニ
補 正 ｐ ＝ ０ .０ ２ ４ ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｏ Ｋ Ｒ に よ る １ ２ ヶ 月 固 定 デ ー タ の 解 析 に 加 え て 、 同 じ く Ｂ Ｋ Ｒ に よ り そ れ を 解 析 し た
。 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 は ま た 、 Ｂ Ｋ Ｒ と 関 連 し て い る 、 ｐ ＝ ０ .０ １ ９ 。 ｒ ｓ ２ ２ ９
０ ５ ７ ３ 多 型 は 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ の イ ン
ト ロ ン 領 域 内 に 存 し 、 Ｃ ／ Ｔ 塩 基 ト ラ ン ジ シ ョ ン を 表 す 。 こ の Ｓ Ｎ Ｐ に つ い て の Ｃ Ｃ 遺 伝
子 型 を も つ イ マ チ ニ ブ 処 置 個 体 は 、 ４ ７ ％ の 応 答 率 を 有 し 、 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も
つ 個 体 は ８ ８ ％ の 応 答 率 を 有 す る （ 図 ４ 参 照 ） （ Ｏ Ｒ ： ４ .６ ９ 、 ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ ４ 、
１ ７ .７ ６ ） 。 １ ８ ヶ 月 の 追 跡 デ ー タ を 分 析 す る と 、 顕 著 な 関 連 性 が 持 続 し て い る 。 Ｓ Ｔ
Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 試 験 か ら の １ ９ ３ 個 体 （ イ マ チ ニ ブ お よ び Ｉ Ｆ Ｎ ‐ ア ル フ ァ 処 置 ） に
お い て ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 を 解 析 し た と こ ろ 、 Ｈ Ｗ Ｅ 状 態 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。
さ ら に 、 ９ ２ 名 の 白 色 人 種 お よ び ７ ３ 名 の ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 対 照 に お い て Ｈ Ｗ Ｅ を 調
べ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 白 色 人 種 対 照 に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｃ ： Ｃ Ｔ ： Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 の
分 布 は ４ ５ ： ３ ４ ： １ ３ で あ り 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 対 照 は ４ ３ ： １ ８ ： ５ で あ っ た 。
両 セ ッ ト の 対 照 と も フ ィ ッ シ ャ ー 直 接 確 率 検 定 に よ り Ｈ Ｗ Ｅ 状 態 で あ る こ と が 見 出 さ れ た
。
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 お よ び 細 胞 遺 伝 応 答 間 の 関 連 性 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ 処 置 個 体
で は 全 く 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 顕 著 な 関 連 性 は ま た 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に
お い て Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ Ｃ － ５ １ １ Ｔ 多 型 お よ び Ｏ Ｋ Ｒ 間 で も 観 察 さ れ た （ ｐ ＝ ０ .０ ４ ３
１ ） 。 Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ Ｃ － ５ １ １ 多 型 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ Ａ ｒ ａ － Ｃ 処 置 患 者 に お い て
細 胞 遺 伝 応 答 と の 関 連 性 を 示 さ な か っ た （ ｐ ＞ ０ .０ ５ ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 人 口 統 計 、 遺 伝 子 型 お よ び 表 現 型 変 異 性 間 の 相 関 関 係 の 結 果
　 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｃ ： Ｃ Ｔ ＋ Ｔ Ｔ 個 体 の 分 布 は 、 白 人 （ ７ ： ６ ５ ）
、 黒 人 （ １ ０ ： １ ） 、 ア ジ ア 人 （ １ ： ０ ） お よ び そ の 他 （ １ ： ３ ） の 間 で 著 し く 異 な る 。
黒 人 、 ア ジ ア 人 お よ び そ の 他 の 個 体 数 は 少 な い た め 、 個 体 を 再 び ２ 群 ： 白 色 人 種 お よ び そ
の 他 に 分 類 し た 。 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の 遺 伝 子 型 分 布 は 、 ２ 群 の 人 種 間 で 著
し く 異 な っ て い た （ ｐ ＜ ０ .０ ０ １ ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ に つ い て の 遺 伝 子 型 分 布 に 差 異 が あ る た め 、 遺 伝 子 型 お よ び 人 種 に
よ る Ｏ Ｋ Ｒ 分 類 間 の 相 関 関 係 を 分 析 し た 。 人 種 を 白 色 人 種 お よ び そ の 他 の 範 ち ゅ う に 分 け
た 。 イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ た 白 色 人 種 群 で は ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 お よ び Ｏ Ｋ Ｒ 間 に 顕
著 な 関 連 性 が 存 在 し た （ ｐ ＝ ０ .０ １ ２ ５ ） 。 他 の 人 種 範 ち ゅ う （ 黒 人 、 ア ジ ア 人 お よ び
そ の 他 を 合 わ せ た も の ） に お け る イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ た 患 者 で は 、 細 胞 遺 伝 応 答 お よ び
多 型 間 に 顕 著 な 結 果 は 全 く 観 察 さ れ な か っ た 。 Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ イ マ チ ニ ブ 処 置 個 体 は
、 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 個 体 よ り も 応 答 し な い 可 能 性 が 高 い と い う 白 人 群 で の 傾 向 は 、 「 合 わ せ
た 」 人 種 範 ち ゅ う で も 真 実 で あ る と 思 わ れ る が 、 サ イ ズ の 小 さ い 標 本 で は 有 意 性 を 検 出 で
き る ほ ど 十 分 な 検 定 力 を も た な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ソ カ イ 予 後 ス コ ア お よ び イ マ チ ニ ブ 処 置 に 対 す る 応 答 間 の 関 連 性 故 に 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５
７ ３ 遺 伝 子 型 に よ る ソ ー カ ル ス コ ア を 調 べ た と こ ろ 、 顕 著 な 関 連 性 が 観 察 さ れ た （ ｐ ＜ ０
.０ １ ） 。 ３ 範 ち ゅ う の ソ ー カ ル ス コ ア （ 低 ‐ 、 中 間 ‐ お よ び 高 ‐ リ ス ク ） を 用 い る と 、
ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ 個 体 の ４ ０ ％ は 高 リ ス ク ソ ー カ ル
ス コ ア を 有 し 、 Ｃ Ｔ お よ び Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ 個 体 で は 高 リ ス ク ソ ー カ ル ス コ ア は ６ .８
％ に 過 ぎ な か っ た 。 高 リ ス ク ソ ー カ ル ス コ ア は 、 ３ ５ ヶ 月 の 最 短 生 存 期 間 と 一 致 す る 。 ハ
ス フ ォ ー ド ス コ ア は 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 と は あ ま り 関 連 性 を 示 さ な い 。 ハ ス フ ォ ー
ド ス コ ア は 、 好 酸 球 お よ び 好 塩 基 性 細 胞 を 考 慮 に 入 れ て お り 、 ソ ー カ ル ス コ ア は 予 後 ス コ
ア を 導 く た め の コ ン ピ ュ ー タ ー 表 現 に こ れ ら の 特 徴 を 含 ま な い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 の 結 果
　 多 項 式 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 は 、 Ｃ － ５ １ １ Ｔ  Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 多 型 お よ び ｒ ｓ ２ ２ ９ ０
５ ７ ３ 多 型 が 両 方 と も ｐ ＝ ０ .０ ５ 有 意 レ ベ ル で Ｏ Ｋ Ｒ モ デ ル に お い て 顕 著 で あ る こ と を
示 し て い た 。 こ れ ら ２ つ の 顕 著 な 効 果 間 の ２ 方 向 相 互 作 用 か ら 有 意 な 結 果 は 得 ら れ な か っ
た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｔ Ｔ Ｐ の 結 果
　 Ｉ Ｔ Ｔ 原 理 を 用 い る 生 存 分 析 に よ り 、 １ ８ ヶ 月 デ ー タ で 遺 伝 子 解 析 さ れ た Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７
１  ０ １ ０ ６ 試 験 か ら の 患 者 集 団 に お け る イ マ チ ニ ブ ア ー ム で は １ ０ 事 象 が 得 ら れ た 。 ｒ
ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ ２ ６ イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 の う ち ６ 名
（ ２ ３ .１ ％ ） は 、 進 行 事 象 を 経 験 し て い た 。 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｔ ま
た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ ７ ９ 名 の う ち ４ 患 者 （ ５ .１ ％ ） は 、 進 行 事 象 を 経 験 し て い た （
表 ２ 参 照 ） 。 ロ グ ‐ ラ ン ク （ ０ .０ ０ ４ １ ） お よ び ウ ィ ル コ ク ソ ン （ ０ .０ ０ ４ ９ ） 統 計 試
験 に よ る と 、 遺 伝 子 型 間 に 顕 著 な 差 異 が 観 察 さ れ た 。 こ の 観 察 結 果 は 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７
３ 遺 伝 子 型 お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 間 に お い て 報 告 さ れ た 関 連 性 を 強 め て い る 。 こ の 遺 伝 子 座 に Ｃ
Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ イ マ チ ニ ブ 処 置 個 体 群 は 、 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ イ マ チ ニ ブ 個
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体 群 と 比 べ て 進 行 事 象 を 経 験 し た 大 き な 患 者 集 団 を 有 す る （ 図 ４ 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
　 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 試 験 に 関 す る 主 目 的 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ で の
処 置 に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 と 比 較 さ れ た 、 イ マ チ ニ ブ で の 処 置 に ラ ン ダ ム 化 さ れ
た 以 前 に は 未 処 置 の Ｐ ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ と し て 新 た に 診 断 さ れ た 成 人 患 者 に お け る 病 勢 進 行 ま で
の 期 間 の 測 定 で あ っ た 。 Boltonお よ び Gathmann（ ２ ０ ０ ２ ） 、 前 出 、 お よ び O'Brien et a
l.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０ ４ 頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 。 第 二 の 目 的 に
は 、 イ マ チ ニ ブ に 対 す る Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 割 合 お よ び 持 続 時 間 の 測 定 が 含 ま れ た 。 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ は 、
≦ ３ ５ ％ の Ｐ ｈ ＋ 細 胞 の 存 在 を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 イ マ チ ニ ブ に よ る １ ２ ヶ 月 処 置 に つ い て の Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 報 告 で 挙
げ ら れ て い る 確 認 さ れ た Ｍ Ｃ ｙ Ｒ 率 は 、 ７ ５ .８ ％ で あ っ た 。 Boltonお よ び Gathmann（ ２
０ ０ ２ ） 、 前 出 、 お よ び O'Brien et al.、 N.Engl.J.Med.、 第 ３ ４ ８ 巻 、 ９ ９ ４ － １ ０ ０
４ 頁 （ ２ ０ ０ ３ ） 参 照 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 薬 理 遺 伝 学 的 分 析
　 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 試 験 か ら の 患 者 の サ ブ セ ッ ト に お い て 、 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 を
実 施 す る こ と に よ り 、 イ マ チ ニ ブ 処 置 に 対 す る 応 答 の 遺 伝 マ ー カ ー が 同 定 さ れ た 。 候 補 遺
伝 子 に お け る 多 型 お よ び １ ２ ヶ 月 間 イ マ チ ニ ブ で 処 置 さ れ た 病 気 の 慢 性 相 に あ る Ｃ Ｍ Ｌ 患
者 に お け る Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 存 在 ま た は 不 存 在 間 の 関 連 性 を 同 定 す る た め の 統 計 的 試 験 を 実 施 し
た 。 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ た ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 お よ び Ｏ Ｋ Ｒ の 応
答 分 類 間 に 顕 著 な 関 連 性 が 発 見 さ れ た 。 こ の 関 連 は ま た 、 Ｂ Ｋ Ｒ の 分 析 で も 有 意 で あ っ た
。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 報 告 と 連 携 さ せ る た め 確 認 お よ び 未 確 認 細 胞 遺 伝 応
答 に よ り 分 析 を 完 了 さ せ た 。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ に お い て Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 の 応 答 率 が 高
い た め 、 遺 伝 子 型 ／ 表 現 型 関 連 性 は 著 し い も の で あ る 。 推 定 遺 伝 子 座 に Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も
つ 応 答 者 の ４ ７ ％ は 、 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 報 告 で 観 察 さ れ た 応 答 者 の ７ ５ .
８ ％ と か な り の 対 照 を な し て い る 。 こ の 関 連 性 は ま た 、 １ ８ ヶ 月 追 跡 か ら の デ ー タ で も 有
意 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 多 変 量 解 析 は 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 が 、 こ の Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 集 団 に お い て ソ ー カ ル ス コ
ア 、 人 種 お よ び ヘ モ グ ロ ビ ン レ ベ ル よ り も 細 胞 遺 伝 応 答 の 優 れ た 予 測 因 子 で あ る こ と を 示
し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Ｔ Ｔ Ｐ の 生 存 分 析 は 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の 遺 伝 子 型 に 基 づ い た 進 行 事 象
に お け る 有 意 差 を 明 示 し て い た 。 Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 と 比 べ て 、 ｒ ｓ ２ ２
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９ ０ ５ ７ ３ 多 型 に つ い て の Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ 患 者 は 、 著 し く 高 い パ ー セ ン テ ー ジ で 進 行
事 象 を 経 験 し て い た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 は 、 Ｓ Ｃ Ａ Ｍ Ｐ ２ 遺 伝 子 付 近 に チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を も
つ 、 推 定 遺 伝 子 、 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る （ 図 ５ 参 照 ） 。 こ の
多 型 は 、 配 列 Ａ Ｃ ０ ２ ０ ７ ０ ５ .４ の ３ ６ ２ １ １ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 に お け
る 多 型 と し て 以 前 か ら 知 ら れ て い る 。 そ の 時 点 で 、 こ こ に 報 告 さ れ て い る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５
７ ３ 多 型 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 そ の 時 以 来 、 多 型 が Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４
３ ４ Ｃ １ ３ １ の 仮 記 号 を も つ 推 定 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ せ る よ う に １ ５ ｑ 領 域 の 遺 伝 子 地
図 は 精 密 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 染 色 体 １ ５ に お け る 領 域 の 地 図 を 作 製 す る の に 使 用 さ れ た ゲ ノ ム 連 続 体 （ contig） Ｎ Ｔ
＿ ０ １ ０ ３ ７ ４ .９ は 多 断 裂 を 含 む た め 、 こ の 時 点 で 多 型 が い か に Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 近 く に 近
接 し て 存 す る か を 測 定 す る の は 不 可 能 で あ る 。 図 ５ に 示 さ れ た 連 続 体 の 領 域 は 、 連 続 配 列
で あ り 、 断 裂 を 全 く 含 ま な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 マ ル チ プ ル （ 並 列 ） 試 験 法 に つ い て の 補 正
　 浮 腫 の 予 測 マ ー カ ー の 同 定 に 使 用 さ れ る 方 法 の 性 質 故 に 、 マ ル チ プ ル 試 験 法 に つ い て は
補 正 す る こ と が 必 要 で あ る 。 試 験 を 多 く 実 施 す る ほ ど 、 偶 然 で も ｐ ＝ ０ .０ ５ で の 関 連 性
を 発 見 す る 可 能 性 は 高 く な る 。 マ ル チ プ ル 試 験 法 に つ い て 幾 つ か の 補 正 方 法 が あ る が 、 そ
の ど れ も が 多 数 の 多 型 の 薬 理 遺 伝 学 的 解 析 に は 理 想 的 な も の で は な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 マ ル チ プ ル 試 験 法 に つ い て の ボ ン フ ェ ロ ー ニ 補 正 は 全 く 保 守 的 な も の で あ り 、 一 度 に 開
発 さ れ た 後 、 現 在 実 行 可 能 で あ る よ う に ゲ ノ ム 規 模 で 試 験 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 ボ ン
フ ェ ロ ー ニ 補 正 因 子 を 用 い る こ と に よ り マ ル チ プ ル 試 験 法 に つ い て 補 正 す る た め 、 所 望 の
ｐ 値 を 実 施 試 験 数 で 割 る 。 得 ら れ た 値 は 、 「 有 意 」 と み な さ れ る 値 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 デ ー タ セ ッ ト の 信 頼 性 の 第 ２ 試 験 方 法 は 、 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 シ
ミ ュ レ ー シ ョ ン を 適 用 し て 有 意 性 試 験 を 計 算 す る コ ン ピ ュ ー タ ー 集 中 的 統 計 分 析 法 で あ る
。 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 法 は 、 デ ー タ セ ッ ト 全 体 の 複 製 を 作 製 す る こ と に よ り 、 普 遍 化 の エ ラ
ー を 推 定 す る 。 乱 数 作 成 機 能 を 用 い て デ ー タ セ ッ ト を 再 サ ン プ リ ン グ す る 。 ブ ー ト す 虎 ぷ
法 を 実 施 す る こ と に よ り 、 有 意 な 結 果 の 安 定 性 を 試 験 し た 。 ブ ー ト ス ト ラ ッ プ は 、 ２ 種 の
表 現 型 （ Ｃ Ｈ Ｒ お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ） お よ び ６ ９ Ｓ Ｎ Ｐ に よ り 構 成 さ れ 、 １ ０ ０ ０ ０ イ テ レ ー
シ ョ ン （ 反 復 ） に よ り 実 行 さ れ た 。
　 統 計 分 析 は 全 て 統 計 プ ロ グ ラ ム Ｓ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ で 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 遺 伝 子 型 お よ び 応 答 と の 相 関 関 係 の 結 果
　 フ ィ ッ シ ャ ー 直 接 確 率 検 定 お よ び 確 率 の 計 算 結 果 は 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 患 者 に お い て 遺
伝 子 型 お よ び 血 液 ま た は 細 胞 遺 伝 応 答 間 の ３ つ の 顕 著 な 関 連 性 を 明 ら か に し た ： Ｃ Ｙ Ｐ １
Ａ １ 遺 伝 子 に お け る 一 つ 、 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 （ 前 に Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 と 称 さ れ た ） お よ
び Ｉ Ｌ － １ β 遺 伝 子 。 Ｉ ４ ６ ２ Ｖ 多 型 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 の エ キ ソ ン ７ に お け る Ｇ →
Ａ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 変 化 か ら 成 り 、 Ｃ Ｈ Ｒ と 著 し い 相 関 関 係 を 示 す （ ｐ ＝ ０ .０ ０ ４ ） 。
非 コ ー デ ィ ン グ ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 は 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と 著 し い 相 関 関 係 を 示 す （ ｐ ＝ ０ .
０ ０ ４ ） 。 Ｉ Ｌ － １ β プ ロ モ ー タ ー 内 に 見 出 さ れ る Ｉ Ｌ － １ β － ５ １ １ 多 型 は 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ
と 著 し い 相 関 関 係 を 示 す （ ｐ ＝ ０ .０ １ ２ １ ） 。 Ｉ Ｌ － １ β 多 型 は 、 転 写 開 始 部 位 か ら －
５ １ １ 位 塩 基 対 に お い て Ｃ → Ｔ 塩 基 ト ラ ン ジ シ ョ ン を 表 す 。 こ れ ら の 関 連 性 の 結 果 は 、 Ｃ
Ｈ Ｒ ま た は Ｍ Ｃ ｙ Ｒ に つ い て の 見 込 み を 予 測 し 得 る 遺 伝 子 座 内 に お け る 多 型 の 同 定 で あ り
、 イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 に お い て Ｏ Ｒ は ３ .０ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ － ７ .４ ） ま た は そ れ よ
り 大 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 多 型 は 、 ヌ ク レ オ チ ド － ５ １ １ 位 （ プ ロ モ ー タ ー 領 域 ； ア ミ ノ 酸 変 化 無
し ） に お け る Ｃ → Ｔ 、 ま た は 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ２ ３ 位 に お け る Ｃ → Ｔ
で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 多 型 は 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８ １ ９ 位 に お け る Ｇ → Ａ で あ り 、 発 現 さ れ
た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ４ ６ ２ 位 に お い て Ｉ Ｌ Ｅ か ら Ｖ Ａ Ｌ へ の 変 化 を 誘 発 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 は 、 現 在 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ
４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に マ ッ ピ ン グ さ れ て お り 、 こ の 推 定 遺 伝 子 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を コ ー ド す
る （ こ の 多 型 は 前 に Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ 、 Ｃ Ｓ Ｋ 遺 伝 子 と 称 さ れ て い た
も の で 、 配 列 Ａ Ｃ ０ ２ ０ ７ ０ ５ .４ の ３ ６ ２ １ １ 位 に お け る Ｃ → Ｔ と し て 報 告 さ れ 、 発 現
さ れ た タ ン パ ク 質 に ア ミ ノ 酸 変 化 は 無 か っ た ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｃ Ｈ Ｒ お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ は 、 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｅ Ｅ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録
商 標 ） ま た は グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ） の 効 力 分 析 に
つ い て の 正 確 な 指 標 で あ る 。 細 胞 遺 伝 学 お よ び 血 液 学 を 含 む 応 答 は 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １
０ ６ 臨 床 試 験 に お け る 効 力 分 析 に つ い て の 主 た る 焦 点 で あ っ た 。 応 答 は 、 患 者 を 一 薬 剤 か
ら 他 薬 剤 へ の ク ロ ス オ ー バ ー に か け る 前 の 処 置 で あ る 、 第 一 線 処 置 に 関 す る 若 干 の 変 数 に
よ り 構 成 さ れ た 。 こ の 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 を 実 施 す る こ と に よ り 、 イ マ チ ニ ブ で 処 置 し た と
き の 応 答 の 見 込 み を 予 測 す る の に 使 用 さ れ 得 る 遺 伝 マ ー カ ー が 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 候 補 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 型 お よ び イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ ＋ Ａ ｒ ａ －
Ｃ 処 置 患 者 ま た は 両 処 置 を 含 む 全 患 者 に お け る 応 答 の 存 在 ま た は 不 存 在 間 の 関 連 性 を 求 め
る た め の 統 計 検 査 を 実 施 し た 。 ３ 種 の 異 な る 遺 伝 子 間 に お け る 顕 著 な 関 連 性 が 発 見 さ れ た
： Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 現 在 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３
１ に マ ッ ピ ン グ さ れ て い る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 お よ び Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 、 お よ び そ れ
ぞ れ Ｃ Ｈ Ｒ お よ び Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 応 答 分 類 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 実 施 例 ２
　 イ マ チ ニ ブ メ シ レ ー ト （ グ リ ベ ッ ク （ Ｇ Ｌ Ｉ Ｖ Ｅ Ｃ 、 登 録 商 標 ） ま た は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ ）
で 処 置 さ れ た Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 に お け る 細 胞 遺 伝 応 答 の 薬 理 遺 伝 学 的 分 析
　 方 法 ２
　 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で 処 置 さ れ た Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 に お け る 細 胞 遺 伝 応 答 の 研 究 に お い て 、 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ
５ ７ １  ０ １ ０ ６ 第 三 相 臨 床 試 験 か ら の 総 数 １ ０ ５ 患 者 か ら の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を
試 験 し た 。 １ ２ ０ ０ ０ を 超 え る 遺 伝 子 に つ い て の 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て ベ ー ス ラ イ ン （ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で の 処 置 前 ）
で 集 め ら れ た 血 液 試 料 か ら 作 製 し た 。 Ｏ Ｋ Ｒ デ ー タ を 用 い て 、 １ ２ ヶ 月 デ ー タ か ら 細 胞 遺
伝 応 答 を 測 定 し た 。 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 で 最 も 明 白 に 差 別 化 さ れ た 一 群 の 遺 伝 子 を 同
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定 す る た め 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 経 験 し た 個 体 （ ｎ ＝ ５ ３ ） を 、 極 小 ま た は Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る 個
体 （ ｎ ＝ １ ３ ） と 比 較 し た 。 「 １ 点 除 外 （ leave-one-out） 」 分 析 手 順 を 適 用 す る こ と に
よ り 、 ３ １ 遺 伝 子 の 最 適 化 セ ッ ト が 同 定 さ れ た 。 van't Veer et al.（ ２ ０ ０ ２ ） 、 前 出
参 照 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を 用 い て 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 し た 患 者 の ９ ４ ％ お よ び 極 小 ま た は Ｎ ｏ
Ｃ ｙ Ｒ を 示 し た 患 者 の ９ ２ ％ が 正 し く 同 定 さ れ た 。 部 分 的 ま た は 小 応 答 の 患 者 を 考 慮 に 入
れ た と き も 結 果 は 有 意 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 を 実 施 す る こ と に よ り 、 第 三 相 臨 床 試 験 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １
 ０ １ ０ ６ に お け る 細 胞 遺 伝 応 答 の ゲ ノ ム マ ー カ ー が 同 定 さ れ た 。 Ｃ Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０
６ は 、 以 前 未 処 置 で Ｐ ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｐ と 新 た に 診 断 さ れ た 患 者 に お け る Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 対
Ａ ｒ ａ － Ｃ と 合 わ せ た Ｉ Ｆ Ｎ － α の 試 験 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ の 試 験 の 主 目 的 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － α ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 と 比 較 し
た Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 に お け る 処 置 失 敗 ま で の 時 間 を 測 定 す る こ
と で あ っ た 。 二 次 目 的 は 以 下 の 内 容 を 含 ん で い た ： １ ） Ｉ Ｆ Ｎ － α ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ の 場 合 と
比 較 し た Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 に お け る Ｍ Ｃ ｙ Ｒ の 割 合 お よ び 持 続
時 間 の 測 定 、 お よ び ２ ） こ の 患 者 集 団 に お け る 血 液 お よ び 骨 髄 の 腫 瘍 細 胞 に お い て 、 診 査
的 に Ｒ Ｎ Ａ 発 現 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 多 型 、 た と え ば Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ お よ び ｃ － Ｋ Ｉ Ｔ 試 験 す る た
め の 薬 理 遺 伝 学 的 評 価 の 実 施 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ の 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 は 、 上 記 で 列 挙 し た 二 次 目 的 に 取 組 む た め に 実 施 さ れ た 。 細 胞 遺
伝 応 答 の 予 測 マ ー カ ー の 開 発 努 力 で は 、 極 小 応 答 ま た は Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る 患 者 と 比 べ て
Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 後 に Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 し た 患 者 間 に 遺 伝 子 発 現 の 差 異 が 存 在 す る か 否 か を
測 定 す る た め に Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 評 価 し た 。 こ の 試 験 で は 、 薬 剤 処 置 前 の ベ ー ス ラ イ ン で 集 め
ら れ た 血 液 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 評 価 し た 。 第 一 線 処 置 （ first-line treatment） と し て 引
き 続 き Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で 処 置 さ れ た 患 者 の み 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 細 胞 遺 伝 応 答 は 、 骨 髄 細 胞 に お け る Ｐ ｈ ＋ 中 期 の パ ー セ ン テ ー ジ に 関 し て 定 義 さ れ る 。
こ の 試 験 に つ い て は 、 細 胞 遺 伝 応 答 分 類 を 、 １ ２ ヶ 月 固 定 デ ー タ （ ２ ０ ０ ２ 年 １ 月 ３ １ 日
） か ら 第 一 線 処 置 後 の 効 力 を 調 べ る 誘 導 さ れ た 応 答 パ ネ ル に お け る Ｏ Ｋ Ｒ カ ラ ム か ら 取 っ
た 。 ０ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 を 有 す る （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ） 場 合 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る も の と し て 、 ま た ＞ ６
５ ％ の Ｐ ｈ ＋ 細 胞 を 有 す る （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ４ .５ ） 場 合 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る も の と し て 患 者 を
分 類 し た 。 ゲ ノ ム 応 答 プ ロ フ ィ ー ル の 同 定 は 、 異 な る 表 現 型 に 左 右 さ れ る 。 し た が っ て 、
２ （ 部 分 的 ） 、 ３ （ 小 ） 、 ６ （ 評 価 不 可 能 ） ま た は ７ （ Ｐ Ｄ ） の Ｏ Ｋ Ｒ ス コ ア を も つ か 、
ま た は 試 験 か ら ク ロ ス オ ー バ ー し た か 中 止 し た 患 者 に つ い て は 最 初 に 排 除 し た 。 し た が っ
て 、 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 に お け る 最 大 表 現 型 対 比 を 有 す る 患 者 か ら 遺 伝 子 リ ス ト が 同
定 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 試 料
　 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １  ０ １ ０ ６ 臨 床 試 験 に 登 録 さ れ た 米 国 か ら の ２ ０ ０ 名 を 超 え る 患 者 か ら Ｒ
Ｎ Ａ 抽 出 用 血 液 を 集 め た 。 こ れ ら の 患 者 は 各 々 、 地 方 Ｉ Ｒ Ｂ 委 員 会 に よ り 認 め ら れ た 個 別
の 薬 理 遺 伝 学 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト の 書 式 に 署 名 し た 。 合 計 １ １ ５ 試 料 を 、 第 一 線 処
置 と し て Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 ア ー ム に ラ ン ダ ム 化 さ れ た 患 者 か ら 、 薬 剤 処 置 前 の ベ ー ス ラ イ
ン で 集 め た 。 こ れ ら １ １ ５ 試 料 の う ち 、 ９ 試 料 は 、 プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 品 質 が
悪 い た め さ ら な る 分 析 用 に 除 外 し 、 一 試 料 に つ い て は 患 者 が 非 常 に 早 く 試 験 か ら 脱 落 し た
た め 排 除 し た 。 １ ２ ヶ 月 固 定 デ ー タ の Ｏ Ｋ Ｒ か ら 細 胞 遺 伝 応 答 （ Ｃ ｙ Ｒ ） を 測 定 し た （ 表
４ 参 照 ） 。 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 の 対 比 を 最 大 に す る た め 、 初 回 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 を 残
り の １ ０ ５ 患 者 の サ ブ セ ッ ト で 実 施 し た 。 ０ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ） の 患 者 を Ｃ Ｃ ｙ
Ｒ と し て 分 類 し 、 ＞ ６ ５ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ４ ま た は Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ５ ） を Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ と し
て 分 類 し た 。 他 の 処 置 ア ー ム に ク ロ ス オ ー バ ー し た 個 体 （ ｎ ＝ １ ） 、 ま た は 試 験 を 中 止 し
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た 個 体 （ ｎ ＝ ２ ） は 、 こ の 初 回 分 析 に は 含 ま れ な か っ た 。 こ の 結 果 、 得 ら れ た 患 者 試 料 は
合 計 ６ ６ で あ り 、 ５ ３ は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ で あ り 、 １ ３ は 極 小 ま た は Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 全 Ｒ Ｎ Ａ を 全 血 か ら 単 離 し 、 プ ロ セ ッ シ ン グ し 、 本 明 細 書 の 他 の 箇 所 に 記 載 さ れ て い る
Ｔ Ｒ Ｉ  Ｒ Ｅ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ Ｔ （ 商 標 ） Ｂ Ｄ を 使 用 す る 方 法 を 用 い て ガ イ ザ ー ズ バ ー グ （ メ リ ー
ラ ン ド ） の フ ァ ー マ コ ジ ェ ネ テ ィ ク ス グ ル ー プ に よ り ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス Ｕ ９ ５ Ａ 、 バ ー
ジ ョ ン ２ の マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 解 析 戦 略
　 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス Ｕ ９ ５ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に お け る １ ２ ６ ２ ７ プ ロ ー ブ セ ッ ト か ら の
予 測 因 子 で あ る 遺 伝 子 の 最 良 の セ ッ ト を 決 定 す る た め 、 遺 伝 子 リ ス ト を 最 初 に フ ィ ル タ ー
に か け 、 van't Veer et al.（ ２ ０ ０ ２ ） 、 Nature； ４ １ ５ ： ５ ３ ０ － ５ ３ ６ に 最 近 報 告
さ れ た 「 １ 点 除 外 」 分 析 戦 略 を 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル に 使 用 す る た
め の 遺 伝 子 の 最 適 数 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 デ ー タ の フ ィ ル タ リ ン グ
　 ６ ６ 試 料 に 関 す る 全 デ ー タ を 、 ジ ー ン ス プ リ ン グ （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｓ Ｐ Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ 、 登 録 商 標 ）
バ ー ジ ョ ン ４ .２ .１ （ シ リ コ ン ・ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 、 レ ッ ド ウ ッ ド シ テ ィ ー 、 カ リ フ ォ ル ニ
ア ） へ 直 接 イ ン ポ ー ト し た 。 デ フ ォ ル ト Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｓ Ｐ Ｒ Ｉ Ｎ Ｇ （ 登 録 商 標 ） 正 規 化 が 選 択
さ れ た ： 全 測 定 値 の 百 分 順 位 の ５ ０ 番 目 を 各 試 料 に つ い て の 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 各
遺 伝 子 に つ い て の 各 測 定 値 を 、 こ の 合 成 陽 性 対 照 で 割 る こ と に よ り 、 こ れ は 少 な く と も １
０ で あ る と 想 定 さ れ た 。 百 分 順 位 の 下 位 １ ０ 番 目 を 正 確 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド サ ブ ト ラ ク シ
ョ ン 用 試 験 と し て 使 用 し た 。 こ れ は 決 し て 合 成 陽 性 対 照 の 負 数 未 満 で は な か っ た 。 各 遺 伝
子 を 、 そ の 遺 伝 子 に つ い て の 合 成 陽 性 対 照 を 作 製 し 、 そ の 遺 伝 子 に つ い て の 全 測 定 値 を こ
の 陽 性 対 照 で 割 る こ と に よ り 、 各 遺 伝 子 を そ れ 自 体 正 規 化 し た と こ ろ 、 少 な く と も ０ .０
１ で あ る と 想 定 さ れ た 。 こ の 合 成 対 照 は 、 試 料 全 体 に わ た る 遺 伝 子 発 現 値 の 中 央 値 で あ っ
た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 デ ー タ の フ ィ ル タ リ ン グ を 実 施 す る こ と に よ り 、 試 料 の 全 て に わ た っ て 発 現 を ほ と ん ど
ま た は 全 く 示 さ な い プ ロ ー ブ セ ッ ト を 除 去 し た 。 試 料 の 少 な く と も １ ０ ％ （ ６ ６ の う ち ７
） が １ ０ ０ ま た は 上 記 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り 大 き い Ａ ｖ ｇ Ｄ ｉ ｆ ｆ 値 を 有 す る よ う に 、 未
処 理 発 現 値 を フ ィ ル タ ー に か け た 。 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 間 に 有 意 差 が 無 い 場 合 、
プ ロ ー ブ セ ッ ト を さ ら に フ ィ ル タ ー に か け た 。 こ れ は 、 ｐ 値 カ ッ ト オ フ が ０ .０ ５ で あ る
正 規 化 デ ー タ に お け る ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク （ ウ ィ ル コ ク ソ ン ‐ マ ン ‐ ホ イ ッ ト ニ ー ） 試 験
を 用 い て 為 さ れ た 。 こ の フ ィ ル タ リ ン グ に よ り 、 も と の １ ２ ６ ２ ７ の う ち 合 計 ３ ０ ０ プ ロ
ー ブ セ ッ ト が 得 ら れ た 。 こ れ ら の ３ ０ ０ プ ロ ー ブ セ ッ ト （ マ イ ナ ス ２ ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス
対 照 プ ロ ー ブ セ ッ ト ） に つ い て の 未 処 理 デ ー タ を Ｅ ｘ ｃ ｅ ｌ （ エ ク セ ル ） に エ ク ス ポ ー ト
し 、 全 て の 負 の Ａ ｖ ｇ Ｄ ｉ ｆ ｆ 値 が １ に 等 し く 設 定 さ れ る よ う に 変 換 し た 。 ５ ％ 未 満 の 割
合 で 存 在 （ Ｐ ） ま た は 限 界 （ Ｍ ） コ ー ル が あ る 場 合 、 お よ び 両 群 に ５ ０ ％ よ り 多 く 負 の 値
が 存 在 す る 場 合 、 追 加 の プ ロ ー ブ セ ッ ト を フ ィ ル タ ー に か け た 。 平 均 Ａ ｖ ｇ Ｄ ｉ ｆ ｆ 値 を
２ 群 に つ い て 計 算 し 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 対 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ の 比 率 を 測 定 し た 。 １ .７ 未 満 の 比 率 差 異 を
有 す る プ ロ ー ブ セ ッ ト を 、 さ ら な る 分 析 か ら 排 除 す る と 、 合 計 ７ １ の プ ロ ー ブ セ ッ ト が 残
っ た 。 こ れ ら ７ １ プ ロ ー ブ セ ッ ト に 関 す る デ ー タ を Ｓ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ へ エ ク ス ポ ー
ト し 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 一 方 向 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ を Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 間 で 実 施 し た
。 合 計 ５ ５ の プ ロ ー ブ セ ッ ト は ２ 群 間 で 有 意 な 差 を 示 し 、 ｐ 値 は ＜ ０ .０ ５ で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 最 適 数 の 決 定
　 「 １ 点 除 外 」 手 順 を 用 い て 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 間 で 区 別 で き る ５ ５ 遺 伝 子 か ら
遺 伝 子 の 最 適 数 を 決 定 し た 。 こ の 分 析 は 、 van't Veer et al.（ ２ ０ ０ ２ ） 前 出 、 論 文 の

10

20

30

40

50

(34) JP 2005-522221 A 2005.7.28



補 足 情 報 に 記 載 さ れ て い る も の と 本 質 的 に 同 一 で あ り 、 下 記 で 説 明 さ れ て い る 。 ま ず 、 遺
伝 子 発 現 （ 負 の 未 処 理 値 セ ッ ト ＝ １ ） お よ び 予 後 範 ち ゅ う （ Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ＝ ０ 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ＝
１ ） 間 の 相 関 関 係 を 、 ６ ６ 試 料 の 全 て に わ た る ５ ５ 遺 伝 子 の 各 々 に つ い て 計 算 し た 。 ピ ア
ソ ン 相 関 係 数 の 絶 対 値 を 、 各 遺 伝 子 に つ い て 取 出 し （ 等 し い 重 量 を 正 お よ び 負 の 相 関 関 係
に 割 当 て る よ う に ） 、 遺 伝 子 を 最 高 か ら 最 低 の 相 関 関 係 の 順 に 整 列 さ せ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 上 位 ５ 遺 伝 子 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 予 後 に 対 し て 最 高 の 相 関 関 係 を 示 す も の ） か ら 出 発 し 、 一 試 料
を 分 析 か ら 取 出 し 、 各 群 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ） に 関 す る 平 均 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル を 残 り ６ ５ 試 料 か ら 算 出 し た 。 次 い で 、 除 外 試 料 に つ い て の 予 測 結 果 を 、 ６ ５ 試 料 を
用 い て 計 算 さ れ た 平 均 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル で 除 外 試 料 の 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル の Ｐ Ｃ Ｃ を 測 定 す る こ と に よ り 計 算 し た 。 Ｃ Ｃ が 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ よ り も Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 相 関 関
係 か ら の 方 が 高 い 場 合 、 試 料 を Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 分 類 し 、 １ の 値 を 割 当 て た 。 ６ ６ 全 試 料 が
一 度 除 外 さ れ る ま で 、 残 り の 試 料 を 用 い て こ の 分 析 を 反 復 し た 。 次 い で 、 偽 陰 性 （ Ｎ ｏ Ｃ
ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ） お よ び 偽 陽 性 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ ｙ
Ｒ ） の 数 を 計 算 す る こ と に よ り 、 正 確 お よ び 不 正 確 な 予 測 件 数 を 測 定 し た 。 リ ス ト の 上 部
か ら 追 加 遺 伝 子 を 加 え た 後 、 ５ ５ 遺 伝 子 が 全 て 使 用 さ れ る ま で 、 完 全 な 「 １ 点 除 外 」 方 法
を 反 復 し た 。 遺 伝 子 の 数 の 関 数 と し て の エ ラ ー 比 率 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 最 適 閾 値 の 測 定
　 こ れ ら 最 適 ３ １ 遺 伝 子 （ 遺 伝 子 の 列 挙 に 関 す る 結 果 参 照 ） を 用 い て の 次 な る 段 階 は 、 Ｃ
Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 間 の 正 確 な 識 別 に 使 用 す る の に 適 切 な 閾 値 を 計 算 す る こ と で あ っ
た 。 両 方 か ら の 結 果 を 比 較 し た 後 （ ク ラ ス タ リ ン グ 結 果 は 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル を 用
い る と 実 質 的 に 優 れ て い る ） 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル と は 対 照 的 に 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ
ィ ー ル と 個 々 の 試 料 を 比 較 す る こ と が 経 験 的 に 決 定 さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｃ を 用 い て 、 ６ ６ 試 料 の
各 々 に 関 す る ３ １ 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン を 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル （ Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 有
す る ６ ６ 患 者 の う ち １ ３ 名 を 用 い て 計 算 し た ） と 比 較 し た 。 次 い で 、 患 者 試 料 を 最 高 か ら
最 低 へ の 相 関 関 係 に よ り ラ ン ク 付 け し 、 閾 値 相 関 関 係 が 引 き 出 さ れ る 関 数 と し て エ ラ ー 比
率 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 「 最 適 精 度 」 で の 閾 値 は ０ .５ ７ ０ の Ｃ Ｃ （ ｒ ） に お
い て で あ り 、 こ れ は 偽 陽 性 （ Ｎ ＝ ２ ） お よ び 偽 陰 性 （ Ｎ ＝ ２ ） の 両 方 の 最 小 値 が あ る 点 で
あ っ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 偽 陽 性 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ） の 数 を さ ら に 減 ら す 努 力 に お い て 、
第 二 の 閾 値 を ｒ ＝ ０ .５ ４ ０ で 選 択 し た （ 最 適 化 特 異 性 ） 。 こ の 閾 値 を 用 い る と 、 偽 陽 性
の 数 は 減 少 し （ Ｎ ＝ １ ） 、 偽 陰 性 の 数 は 僅 か に 増 加 し た だ け で あ っ た （ Ｎ ＝ ３ ） 。 ｒ ＝ ０
.４ ３ ７ で の 閾 値 を 用 い る と 、 偽 陽 性 を 全 て 排 除 す る こ と に よ り 特 異 性 は さ ら に 高 め ら れ
る が 、 偽 陰 性 の 大 幅 な 増 加 （ Ｎ ＝ １ １ ） を も た ら す た め 感 度 は 減 少 す る 。 こ れ ら の 結 果 に
基 づ き 、 後 続 の 全 分 析 に つ い て ｒ ＝ ０ .５ ４ で の 閾 値 を 使 用 す る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 統 計 分 析
　 統 計 分 析 、 た と え ば フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 、 ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 一 方 向 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ
Ａ お よ び ９ ５ ％ Ｃ Ｉ を 加 え た Ｏ Ｒ の 計 算 を 、 Ｓ Ａ Ｓ バ ー ジ ョ ン ８ .２ を 用 い て 計 算 し た 。
統 計 的 有 意 性 は 、 ｐ ＜ ０ .０ ５ で 確 立 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 細 胞 遺 伝 応 答 の 分 類
　 表 ４ に 示 さ れ て い る 通 り 、 １ ０ ５ 患 者 の サ ブ セ ッ ト に つ い て の Ｏ Ｋ Ｒ の 分 布 は 、 Ｓ Ｔ Ｉ
５ ７ １ ア ー ム （ １ ０ ５ 患 者 が 引 き 出 さ れ た ） に お け る 米 国 患 者 全 員 、 お よ び こ の 試 験 に つ
い て の 全 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 患 者 集 団 と 同 等 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ＊ 分 析 さ れ た 患 者 は 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 ア ー ム に ラ ン ダ ム 化 さ れ た Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ 試 験 に 登 録
さ れ た 米 国 患 者 の サ ブ セ ッ ト で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 品 質 管 理
　 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 ア ー ム に お け る １ １ ５ ベ ー ス ラ イ ン 患 者 試 料 に つ い て の 平 均 ス ケ ー リ
ン グ 因 子 は 、 ４ .７ ～ ６ ４ ４ .７ の 範 囲 で ５ ５ .６ ± ８ ６ .２ （ Ｓ ｔ ｄ Ｄ ｅ ｖ ） で あ っ た 。 合
計 ９ 試 料 は 、 １ ４ １ .８ よ り も 大 き い ス ケ ー リ ン グ 因 子 を 有 し て お り （ 平 均 ＋ １ Ｓ ｔ ｄ Ｄ
ｅ ｖ ） 、 非 常 に 信 頼 性 の 低 い も の と 見 な さ れ た た め 、 全 分 析 か ら 排 除 さ れ た 。 表 ５ に 示 さ
れ て い る 通 り 、 応 答 の ゲ ノ ム マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 分 析 で 使 用 さ れ た ６ ６ 試 料 に 関 す
る Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 間 の 品 質 管 理 パ ラ メ ー タ ー に 統 計 的 有 意 差 は 無 か っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 完 全 細 胞 遺 伝 応 答 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ） 。
Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 極 小 ま た は 無 応 答 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ４ ,５ ） 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 含 む ３ １ 遺 伝 子
　 方 法 の 項 で 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 一 連 の ６ ６ 試 料 （ ５ ３ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 、 １ ３ Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ） を
用 い て 、 細 胞 遺 伝 応 答 の ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 含 む ３ １ 遺 伝 子 の 選 択 を 実 施 し た 。 表 ６ は
、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス プ ロ ー ブ セ ッ ト 名 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 入 番 号 、 染 色 体 遺 伝 子 座 お よ
び 機 能 の 簡 単 な 説 明 と 一 緒 に こ れ ら の 遺 伝 子 の リ ス ト を 表 す 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 詳 細 、 た と え ば 平 均 発 現 値 、 標 準 誤 差 （ Ｓ Ｅ ） 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 間 の 比 率
差 、 並 び に 応 答 状 態 に 対 す る 各 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｃ （ ｒ ） お よ び Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 比 較
す る ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク 一 方 向 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ 結 果 は 、 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 を 区 別 す る こ
と が 見 出 さ れ た ５ ５ の 全 遺 伝 子 に つ い て 表 １ ２ Ａ お よ び １ ２ Ｂ に 提 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 で 異 な る 発 現 性 を 有 す る も の と し て こ の 報 告
で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 多 く は 、 改 変 さ れ た 細 胞 接 着 、 構 成 的 活 性 マ イ ト ジ ェ ン シ グ ナ ル 伝
達 、 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 を 含 む 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ オ ン コ ジ ー ン に よ る Ｃ Ｍ Ｌ の 病 因
と 機 能 的 に 関 連 し て い る と 思 わ れ る 。 検 討 に つ い て は 、 Faderl et al.、 N.Engl.J.Med.、
第 ３ ４ １ 巻 、 ３ 号 、 １ ６ ４ － １ ７ ２ 頁 （ １ ９ ９ ９ ） ； Deininger et al.、 Blood、 第 ９ ６
巻 、 １ ０ 号 、 ３ ３ ４ ３ － ３ ３ ５ ６ 頁 （ ２ ０ ０ ０ ） 、 Kabaraowskiお よ び Witte、 Stem Cells
、 第 １ ８ 巻 、 ６ 号 、 ３ ９ ９ － ４ ０ ８ 頁 （ ２ ０ ０ ０ ） 参 照 。
【 ０ １ ９ １ 】
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 ６ ６ 患 者 試 料 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る ５ ３ お よ び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 有 す る １ ３ ） を 用 い た ５ ５ 潜
在 的 候 補 遺 伝 子 の 「 １ 点 除 外 」 分 析 か ら 測 定 さ れ た 遺 伝 子 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ３ １ 遺 伝 子 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 用 い た 応 答 状 態 の 分 類
　 図 ３ は 、 細 胞 遺 伝 応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 含 む ３ １ 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 解 析 の 結 果 を 示 し 、
試 料 は Ｃ Ｃ に よ り 整 列 さ せ て い る 。 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル と 最 高 の 相 関 関 係 を 有 す る 試
料 は 上 位 に あ り 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 状 態 と 低 い 相 関 関 係 を 有 す る も の は 下 位 に あ る 。 閾 値 相 関 関
係 を 、 偽 陰 性 の 数 を １ ０ ％ 未 満 に 最 小 限 と す る 値 で 選 択 し た （ 最 適 化 特 異 性 ； ｒ ＝ ０ .５
４ ） 。 こ の 閾 値 を 用 い る と 、 Ｃ Ｃ が ０ .５ ４ 以 上 （ 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を も
つ Ｐ Ｃ Ｃ に 基 く ） で あ る 個 体 は 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 に 分 類 さ れ 、 ｒ が ０ .５ ４ 未 満 で あ る 個 体
は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 群 に 分 類 さ れ る 。 表 ７ は 、 こ の 閾 値 を 用 い る こ と に よ り 、 頻 度 分 析 の 結 果 を 表
し て お り 、 正 確 お よ び 不 正 確 な 予 測 数 を 示 す 。 現 実 の 応 答 デ ー タ お よ び （ ゲ ノ ム プ ロ フ ィ
ー ル に 基 づ い た ） 計 算 上 の 応 答 デ ー タ 間 の 差 異 は 、 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 に よ る と
非 常 に 有 意 で あ り 、 ｐ 値 は ５ .２ ９ × １ ０ － ９ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

ｒ ＝ Ｐ Ｃ Ｃ 、 Ｔ ｈ ｒ ＝ 閾 値 相 関 値 、 Ｃ Ｉ ： 信 頼 区 間 、 Ｓ ｅ ｎ ｓ ． ＝ 感 度 、 Ｓ ｐ ｅ ｃ ． ＝ 特
異 性 、 Ｐ Ｖ ＋ ＝ 予 測 値 プ ラ ス 、 Ｐ Ｖ － ＝ 予 測 値 マ イ ナ ス
Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 完 全 細 胞 遺 伝 応 答 、 確 認 済 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ） 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 極 小 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ４ ）
ま た は 無 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ５ ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 こ の 場 合 の Ｏ Ｒ は 、 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル （ ｒ ≧ ０ .５ ４ ） と 密 接 な 相 関 関 係 を
示 す ３ １ 遺 伝 子 に つ い て の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を も つ 個 体 が 、 ｒ ＜ ０ .５ ４ の 個 体 と 比 べ る
と 約 ２ ０ ０ 倍 高 い 割 合 で 完 全 細 胞 遺 伝 応 答 を 達 成 し そ う も な い こ と を 示 し て い る 。 こ の 閾
値 を 用 い る こ と に よ り 、 そ れ ぞ れ ０ .９ ４ ３ お よ び ０ .９ ２ ３ の 感 度 お よ び 特 異 性 に つ い て
の 値 が 達 成 さ れ た （ 表 ７ 参 照 ） 。 １ .０ ０ の 値 ま で 特 異 性 を 増 加 さ せ る た め に は （ 誤 分 類
さ れ た Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ の 場 合 は 無 し ） 、 ０ .４ ３ ７ の 閾 値 が 要 求 さ れ る （ 図 ３ 参 照 ） 。 こ の 結
果 、 感 度 は ０ .７ ９ に 減 少 す る が 、 ９ ９ .８ の Ｏ Ｒ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ５ .５ ～ １ ８ ０ ７ ） は 依
然 と し て 高 い 有 意 性 を 示 す （ 表 ７ 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 を 区 別 し 得 る 遺 伝 子 の 最 適 セ ッ ト を 決 定 す る た め 、 ク ロ ス オ ー
バ ー し た か ま た は 中 止 さ れ た ３ 個 体 を 除 き 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ） を 達 成 し た 患 者 お よ
び Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ４ ,５ ） を 有 す る 患 者 の み 使 用 し た 。 後 続 分 析 を 実 施 す る こ と に
よ り 、 上 記 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 用 い た こ の 試 験 に お い て １ ０ ５ 個 体 の 全 て に つ い て 計 算
上 の 応 答 を 推 定 し た 。 こ れ ら の 分 析 に つ い て は 、 試 料 の 各 々 に 関 す る ３ １ 遺 伝 子 の プ ロ フ
ィ ー ル を 、 ０ .５ ４ の 閾 値 相 関 値 を 用 い て 、 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ プ ロ フ ィ ー ル に 対 し て 相 関 さ
せ た （ 図 ３ お よ び 表 ７ 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 表 ８ は 、 １ ２ ヶ 月 デ ー タ を 用 い た 、 表 ４ で 定 義 さ れ て い る 通 り 、 報 告 さ れ た 最 良 の 細 胞
遺 伝 応 答 に よ る ゲ ノ ム 分 類 の 分 解 を 示 す 。 こ れ は 、 Ｏ Ｋ Ｒ お よ び Ｂ Ｋ Ｒ デ ー タ の 両 方 を 用
い て 為 さ れ た 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 に よ る 分 析 結 果 は 、 Ｏ Ｋ Ｒ お よ び Ｂ Ｋ Ｒ デ ー
タ の 両 方 に つ い て ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 計 算 さ れ た 応 答 お よ び 実 際 の 最 良 の 細 胞
遺 伝 応 答 間 に 顕 著 な 関 連 性 が あ る こ と を 示 し て い た （ ｐ ＜ ０ .０ ０ ０ ０ ０ １ ） 。 表 ９ は 、
１ ８ ヶ 月 臨 床 デ ー タ を 用 い た 追 跡 分 析 の 結 果 を 示 し 、 計 算 上 の 応 答 お よ び 実 際 の 細 胞 遺 伝
応 答 間 の 関 連 性 が 依 然 と し て 有 意 （ ｐ ＜ ０ .０ ０ ０ ０ １ ） で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r = PCC
【 ０ １ ９ ８ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r = Ｐ Ｃ Ｃ
【 ０ １ ９ ９ 】
　 実 際 の 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 に 基 づ い た ２ 範 ち ゅ う に 個 体 を グ ル ー プ 分 け す る こ と に よ り 、
追 加 分 析 を 実 施 し た 。 そ れ ぞ れ Ｏ Ｋ Ｒ デ ー タ ま た は Ｂ Ｋ Ｒ デ ー タ の い ず れ を 用 い て 分 類 が
為 さ れ た か に 基 づ い て 、 ０ ～ ３ ５ ％ の 率 で Ｐ ｈ ＋ 細 胞 を も つ 個 体 （ 完 全 ＋ 部 分 的 応 答 ） を
、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ま た は Ｍ Ｋ Ｒ を 達 成 し た も の と し て 分 類 し た 。 Ｐ ｈ ＋ 細 胞 が ３ ５ ％ 未 満 （ 小 、
極 小 お よ び 応 答 無 し ） で あ る 個 体 を 、 非 応 答 者 （ Ｎ ｏ Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ま た は Ｎ ｏ Ｍ Ｋ Ｒ ） と し て
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分 類 し た 。 Ｏ Ｋ Ｒ ま た は Ｂ Ｋ Ｒ が ７ に 等 し い （ 進 行 性 疾 患 ） 患 者 は 、 非 応 答 者 範 ち ゅ う に
含 ま れ 、 Ｏ Ｋ Ｒ ま た は Ｂ Ｋ Ｒ が ６ に 等 し い （ 入 手 不 可 能 ） 患 者 に つ い て は こ れ ら の 分 析 か
ら 排 除 し た 。 １ ２ ヶ 月 お よ び １ ８ ヶ 月 デ ー タ の 両 方 に 関 す る こ れ ら の 分 析 の 結 果 を 表 １ ０
に 示 す 。 全 て の 場 合 に お い て 、 結 果 は 高 い 有 意 性 （ ｐ ＜ ０ .０ ０ １ ） を 示 し 、 Ｏ Ｒ の 範 囲
は ８ .８ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ２ .８ ～ ２ ７ .９ ） ～ １ ９ .９ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ５ .９ ～ ６ ７ .１ ） で あ
っ た 。 感 度 は ０ .８ ８ ６ ～ ０ .９ ３ ４ の 範 囲 で あ り 、 特 異 性 は ０ .５ ２ ９ ～ ０ .５ ８ ３ の 範 囲
に 過 ぎ な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r = Ｐ Ｃ Ｃ ,Ｃ Ｉ ： 信 頼 区 間 、 Ｓ ｅ ｎ ｓ ． ＝ 感 度 、 Ｓ ｐ ｅ ｃ ． ＝ 特 異 性 、 Ｐ Ｖ ＋ ＝ 予 測 値
プ ラ ス 、 Ｐ Ｖ － ＝ 予 測 値 マ イ ナ ス 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 主 細 胞 遺 伝 応 答 、 確 認 済 、 Ｎ ｏ Ｍ ｙ Ｒ ＝ 主
た る 確 認 さ れ た 応 答 無 し 、 Ｍ Ｋ Ｒ ＝ 主 細 胞 遺 伝 応 答 、 未 確 認 、 Ｎ ｏ Ｍ Ｋ Ｒ ＝ 主 応 答 無 し 、
未 確 認 、 Ｏ Ｒ ＝ 確 率 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｔ Ｔ Ｐ と 細 胞 遺 伝 応 答 の 相 関 関 係
　 Ｉ Ｒ Ｉ Ｓ 試 験 の 主 た る 目 的 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － ア ル フ ァ ＋ Ａ ｒ ａ － Ｃ で の 処 置 に 対 し て ラ ン ダ
ム 化 さ れ た 患 者 と 比 較 し て Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で の 処 置 に 対 し て ラ ン ダ ム 化 さ れ た Ｐ ｈ ＋ Ｃ Ｍ Ｌ
患 者 の Ｔ Ｔ Ｐ を 測 定 す る こ と で あ っ た 。 １ ２ ヶ 月 デ ー タ を 調 べ る と 、 全 ５ ５ ３ イ マ チ ニ ブ
処 置 患 者 の う ち ２ ４ 個 体 が 病 気 の 進 行 を 呈 し て い た 。 こ れ ら の 個 体 の う ち ３ 名 は 、 発 現 デ
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ー タ が 入 手 可 能 で あ る １ ０ ５ 患 者 の サ ブ セ ッ ト に 含 ま れ て い た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 １ ８ ヶ 月 臨 床 デ ー タ を 用 い て Ｔ Ｔ Ｐ を 評 価 し た 。 全 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 ア ー ム か ら の 追 加
１ ８ 個 体 は 病 状 が 進 行 し て お り （ Ｔ Ｔ Ｐ ＿ Ｃ ＝ ０ ） 、 そ の う ち ７ 名 は ゲ ノ ム 解 析 用 の １ ０
５ 患 者 集 団 に 含 ま れ て い た 。 表 １ １ は 、 １ ０ ５ 患 者 の 本 分 析 集 団 に お け る 病 気 が 進 行 し た
１ ０ 患 者 に 関 す る 応 答 デ ー タ の 詳 細 を 示 す 。 病 気 の 進 行 を 経 験 し て い る １ ０ 個 体 の う ち ９
個 体 は 、 応 答 プ ロ フ ィ ー ル （ ｒ ＜ ０ .５ ４ ） と よ り 密 接 な 相 関 関 係 を 示 す 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル を 有 し て い た 。 さ ら に 、 Ｂ Ｋ Ｒ お よ び Ｏ Ｋ Ｒ の 両 方 に 関 す る 値 で 示 さ れ て い る 通 り （ 表
１ １ 参 照 ） 、 こ れ ら の 個 体 の 幾 つ か は Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 後 に 病 状 の 改 善 を 経 験 し て い た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
r = PCC （ 平 均 NoCyRプ ロ フ ィ ー ル と の 比 較 ） , CCyR = 応 答 者  （ r < 0.54） , NoCyR = 
非 応 答 者  （ r  0.54） , Ｏ Ｋ Ｒ ＝ 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 、 確 認 済 、 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ ＝ 主 細 胞 遺 伝 応
答 、 確 認 済 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ １ ,２ ） ； Ｂ Ｋ Ｒ ＝ 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 、 未 確 認 ； Ｍ Ｋ Ｒ ＝ 主 細 胞 遺
伝 応 答 、 未 確 認 （ Ｂ Ｋ Ｒ ＝ １ ,２ ） ； Ｔ Ｔ Ｐ ＝ 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ 月 数 ） ； Ｔ Ｔ Ｐ Ｒ ＝
進 行 理 由 ； Ａ Ｐ ＝ 加 速 相 ； Ｂ Ｃ ＝ 急 性 転 化 ； Ｗ Ｂ Ｃ ＝ 白 血 球 ； Ｐ Ｄ ＝ 進 行 性 疾 患
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ の 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 を 実 施 す る こ と に よ り 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ に よ る 処 置 後 の 細 胞 遺 伝 応
答 の ゲ ノ ム マ ー カ ー を 同 定 し た （ 細 胞 遺 伝 応 答 の 定 義 に つ い て は 表 １ ３ 参 照 ） 。 van't Ve
er et al.（ ２ ０ ０ ２ ） 、 前 出 に 報 告 さ れ た 分 析 戦 略 を 用 い て 、 患 者 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
が Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で の 処 置 後 に Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と 相 関 関 係 を 示 す ３ １ 遺 伝 子 の 最 適 セ ッ ト を 特 定 し
た 。 最 大 の 表 現 型 差 異 を 呈 す る 患 者 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 対 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ を 呈 す る 患 者 の サ ブ セ ッ ト を
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用 い て こ れ を 実 施 し た 。 特 異 性 に つ い て 最 適 化 さ れ た Ｐ Ｃ Ｃ （ ｒ ） を 用 い て 統 計 分 析 を 実
施 し た と こ ろ 、 応 答 者 と し て 誤 分 類 さ れ る 非 応 答 者 は １ ０ ％ に 過 ぎ な い （ ｒ ＝ ０ .５ ４ ；
図 ３ 参 照 ） 。 こ の 結 果 、 感 度 は ０ .９ ４ ３ お よ び 特 異 性 は ０ .９ ２ ３ と な り 、 Ｏ Ｒ は ２ ０ ０
（ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ ９ .１ ～ ２ ０ ９ ６ ） お よ び ｐ ＜ ０ .０ ０ ０ １ で あ っ た （ 表 ７ 参 照 ） 。 こ の
場 合 の Ｏ Ｒ は 、 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 相 関 関 係 が ｒ ≧ ０ .５ ４ を も た ら す
場 合 、 個 体 が 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で の 処 置 後 に 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 し な い 確 率 が 約 ２ ０ ０ 倍 高 い
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ３ １ 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 用 い る こ と に よ り 、 初 回 分 析 に 含 ま れ な い １ ０ ５ 患 者 の
う ち 残 り の ３ ９ 名 に つ い て （ 部 分 的 、 小 応 答 、 進 行 性 疾 患 お よ び 中 止 ま た は ク ロ ス オ ー バ
ー さ れ た 患 者 ） の ゲ ノ ム 分 類 は 何 に な る か を 評 価 す る た め に こ の 同 じ 基 準 が 適 用 さ れ た 。
こ れ は 、 Ｏ Ｋ Ｒ お よ び Ｂ Ｋ Ｒ 最 良 細 胞 遺 伝 応 答 ス コ ア の 両 方 を 用 い て 為 さ れ た （ 表 ８ 参 照
） 。 結 果 は 、 部 分 的 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ２ ） お よ び 小 （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ３ ） 応 答 者 の 大 多 数 が 、 ゲ ノ ム プ
ロ フ ァ イ リ ン グ に よ り 応 答 者 と し て 分 類 さ れ る （ ｒ ＜ ０ .５ ４ ） こ と を 示 し て い た が 、 こ
れ ら 両 カ テ ゴ リ ー に つ い て の 観 察 数 は 予 測 さ れ た 数 と 密 接 に マ ッ チ し て い た （ 表 ８ 参 照 ）
。 興 味 深 い こ と に 、 進 行 性 疾 患 と し て （ Ｏ Ｋ Ｒ ＝ ７ ） 分 類 さ れ た 患 者 は ま た 、 両 方 と も 応
答 者 と し て 分 類 さ れ た が 、 上 記 ２ つ の 観 察 結 果 は ２ 症 例 の 予 測 数 と マ ッ チ し て い た （ 表 ８
参 照 ） 。 フ ィ ッ シ ャ ー の 直 接 確 率 検 定 の 結 果 は 、 全 て の 場 合 に お い て 有 意 で あ り （ ｐ ＜ ０
.０ ０ １ ） 、 １ ８ ヶ 月 臨 床 デ ー タ を 用 い て 実 施 さ れ た 追 跡 分 析 に お い て も 保 持 さ れ て い た
（ 表 ９ 参 照 ） 。 ま た 、 主 応 答 （ ０ ～ ３ ５ ％ Ｐ ｈ ＋ 細 胞 ） 対 小 ～ 無 応 答 （ ＞ ３ ５ ％ Ｐ ｈ ＋ 細
胞 、 ＋ 進 行 性 疾 患 ） の 分 類 を 用 い た さ ら な る 分 析 に よ り 、 表 １ ０ に 示 さ れ て い る 通 り １ ２
ヶ 月 お よ び １ ８ ヶ 月 の 両 デ ー タ セ ッ ト （ ｐ ＜ ０ .０ ０ １ ） に つ い て 、 Ｏ Ｋ Ｒ ま た は Ｂ Ｋ Ｒ
細 胞 遺 伝 デ ー タ を 用 い た と こ ろ 、 ゲ ノ ム 分 類 お よ び 実 際 の 応 答 間 に 顕 著 な 関 連 性 が 得 ら れ
た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 図 ８ に 示 さ れ て い る 通 り 、 病 気 の 進 行 お よ び ３ １ 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 相 関 関 係
に よ り 決 定 さ れ た 応 答 分 類 間 に 関 連 性 は 無 か っ た 。 事 実 、 病 気 の 進 行 を 示 す １ ０ 個 体 の う
ち ９ 個 体 は 、 陽 性 細 胞 遺 伝 応 答 と 相 関 関 係 を 示 す （ ｒ ＜ ０ .５ ４ ） 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 有
し て い た 。 病 気 が 進 行 し て い る こ れ ら の 個 体 の 多 く は ま た 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ に 有 利 に 応 答 し
て お り 、 完 全 ま た は 部 分 的 細 胞 遺 伝 応 答 を 示 す 個 体 も あ っ た （ 表 １ １ 参 照 ） 。 病 気 進 行 の
理 由 は 、 表 １ １ に 示 さ れ て い る 通 り 必 ず し も 細 胞 遺 伝 応 答 の 消 失 に 直 接 関 連 し て い る わ け
で は な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 で 異 な る 発 現 性 を 有 す る も の と し て こ の 報 告
で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 多 く は 、 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ オ ン コ ジ ー ン に よ る Ｃ Ｍ Ｌ の 病 因 と 機 能 的
に 関 連 し て い る と 思 わ れ る 。 Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ オ ン コ ジ ー ン が ３ つ の 主 た る 機 構 ： 改 変 さ れ
た 細 胞 接 着 、 構 成 的 活 性 マ イ ト ジ ェ ン シ グ ナ ル 伝 達 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 に よ り 悪 性
転 換 を 招 き 得 る と 考 え ら れ て い る 。 検 討 に つ い て は 、 Faderl et al.（ １ ９ ９ ９ ） 前 出 ； D
eininger et al.（ ２ ０ ０ ０ ） 前 出 、 お よ び Kabaraowskiお よ び Witte（ ２ ０ ０ ０ ） 前 出 参
照 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 特 に 興 味 深 い 一 遺 伝 子 は Ｃ Ｂ Ｌ 遺 伝 子 で あ り 、 こ れ は Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ オ ン コ ジ ー ン の 目
立 つ 標 的 で あ り 、 若 干 の 異 な る シ グ ナ ル 変 換 経 路 を 仲 介 し 得 る 。 Bhat et al.、 J.Biol.Ch
em.、 第 ２ ７ ２ 巻 、 ２ ６ 号 、 １ ６ １ ７ ０ － １ ６ １ ７ ５ 頁 （ １ ９ ９ ７ ） 参 照 。 こ の 試 験 で は
、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ 処 置 に 応 答 す る 患 者 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 群 ） は 、 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 群 と 比 べ て Ｃ Ｂ Ｌ 遺 伝
子 の 高 い 発 現 を 示 す こ と が 見 出 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 最 近 の 日 本 の 研 究 に よ る と 、 Ｃ
Ｂ Ｌ 遺 伝 子 の 別 の イ ソ 型 （ Ｃ Ｂ Ｌ Ｃ ） が 、 Ｓ Ｔ Ｉ 処 置 Ｃ Ｍ Ｌ 患 者 に お け る Ｃ Ｃ ｙ Ｒ お よ び
Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ で 差 次 的 発 現 さ れ る も の と し て 同 定 さ れ た 。 Kaneta et al.、 （ ２ ０ ０ ２ ） 、
前 出 参 照 。 こ の 試 験 で は 、 彼 ら は 、 第 二 相 臨 床 試 験 に 登 録 さ れ た ２ ２ 名 の 日 本 人 Ｃ Ｍ Ｌ 患
者 の 集 団 に お い て 我 々 の と 類 似 し た タ イ プ の 分 析 を 実 施 し た 。 こ れ ら の 患 者 の う ち １ ８ 名
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を 「 学 習 中 」 セ ッ ト と し て 用 い て 、 彼 ら は ど の 個 体 が Ｍ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 す る か を 予 測 し 得 る
７ ９ 遺 伝 子 の リ ス ト を 同 定 し 、 さ ら に 残 り の ４ 「 試 験 」 患 者 に よ り 彼 ら の 発 見 を 確 認 し た
。 ７ ９ 遺 伝 子 の 彼 ら の リ ス ト を ５ ５ 差 次 的 発 現 遺 伝 子 の リ ス ト と 比 較 す る と （ 表 １ ２ Ａ お
よ び １ ２ Ｂ ） 、 ２ リ ス ト 間 に 共 通 の 一 遺 伝 子 ： Ｃ Ｂ Ｌ お よ び そ の 相 同 体 Ｃ Ｂ Ｌ Ｂ が あ っ た
。 興 味 深 い こ と に 、 イ ソ 型 （ Ｃ Ｂ Ｌ ） が 応 答 者 群 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ て お り 、
日 本 人 群 の イ ソ 型 （ Ｃ Ｂ Ｌ Ｂ ） は 、 非 応 答 者 と 比 べ て 応 答 者 で は 発 現 さ れ る 程 度 が 低 か っ
た 。 こ れ は 、 Ｃ Ｂ Ｌ お よ び Ｃ Ｂ Ｌ Ｂ が Ｂ Ｃ Ｒ － Ａ Ｂ Ｌ 形 質 転 換 細 胞 に お い て 差 次 的 発 現 さ
れ る こ と 、 お よ び ２ 種 の イ ソ 型 が 異 な る シ グ ナ ル 変 換 経 路 を 通 し て 作 用 す る こ と を 示 し た
試 験 結 果 と 完 全 に 一 致 す る 。 Sattler et al.、 Oncogene、 第 ２ １ 巻 、 ９ 号 、 １ ４ ２ ３ － １
４ ３ ３ 頁 （ ２ ０ ０ ２ ） 参 照 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 結 論 と し て 、 こ の 分 析 は 、 Ｓ Ｔ Ｉ ５ ７ １ で の 処 置 後 に Ｃ Ｃ ｙ Ｒ を 達 成 し た 患 者 お よ び 極
小 応 答 ま た は Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ で あ っ た 患 者 間 で 差 次 的 発 現 さ れ る 一 群 の 遺 伝 子 を 同 定 し た 。
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【 表 １ ３ 】
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【 表 １ ４ 】
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【 表 １ ５ 】
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【 表 １ ６ 】
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【 表 １ ７ 】
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　 細 胞 遺 伝 応 答 の ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル の 測 定 に 使 用 さ れ た ６ ６ 試 料 か ら の デ ー タ （ ５ ３ Ｃ
Ｃ ｙ Ｒ 、 １ ３ Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ ） 。 順 位 ＝ 応 答 状 態 と の 絶 対 相 関 関 係 に よ る 遺 伝 子 順 位 、 １ ＝ 最
も 高 い 相 関 関 係 。 シ ェ ー ド 部 分 は 応 答 の 分 類 に 使 用 さ れ た 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル を 示 す （ 遺 伝 子 １ ～ ３ １ の み ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 追 加 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 離 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 技 術
　 当 業 者 で あ れ ば 、 多 く の Ｒ Ｎ Ａ 分 離 技 術 に つ い て 熟 知 し て い る は ず で あ る 。 た と え ば 、
以 下 の 参 考 文 献 は 、 幾 つ か の 上 記 手 順 に つ い て 記 載 し て お り 、 そ れ ら に つ い て は 出 典 明 示
に よ り 援 用 す る 。 Lockhart D.J.お よ び Winzeler,E.A.（ ２ ０ ０ ０ ） Genomics,gene expres
sion and DNA arrays、 Nature ４ ０ ５ 、 ８ ２ ７ － ８ ３ ６ 、 Lockhart,D.J.,et al.（ １ ９ ９
６ ） Nature Biotech.１ ４ 、 １ ６ ７ ５ － １ ６ ８ ０ 、 Schmitt,M.E.,et al.（ １ ９ ９ ０ ） A ra
pid and simple method for preparation of RNA from S.cerevisiae、 Nucl.Acids Res.
１ ８ 、 ３ ０ ９ １ － ３ ０ ９ ２ 、 お よ び Farrell,R.（ １ ９ ９ ８ ） RNA Methodologies、 ア カ デ
ミ ッ ク ・ プ レ ス 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 上 記 の 一 技 術 は 、 あ る 程 度 詳 細 に 下 記 で 開 示 さ れ て い る 。 若 干 の 実 施 態 様 で は 、 血 液 を
含 む 患 者 試 料 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る の に 以 下 に 示 さ れ て い る 技 術 が 用
い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 分 離
１ ． － ８ ０ ℃ か ら 血 液 を 取 出 し 、 振 と う お よ び 転 回 に よ り ３ ７ ℃ 水 浴 中 で 解 凍 す る 。
２ ． ６ ｍ Ｌ の 全 血 を ２ ２ .５ ｍ Ｌ の ト リ 試 薬 Ｂ Ｄ に 添 加 す る （ 適 切 に ラ ベ ル さ れ た ５ ０ ｍ
Ｌ 高 速 遠 心 分 離 管 中 ） 。
３ ． ０ .６ ｍ Ｌ の ５ Ｎ 酢 酸 を 加 え る 。
４ ． 管 を 密 封 し 、 転 回 混 合 し た 後 、 短 時 間 渦 状 に 振 り 混 ぜ る （ 試 料 は こ の 時 点 で 数 ヶ 月 間
－ ７ ０ ℃ に て 貯 蔵 さ れ 得 る ） 。
５ ． 試 料 を １ ０ 分 間 室 温 で 放 置 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
６ ． ３ ｍ Ｌ の １ － ブ ロ モ － ３ － ク ロ ロ プ ロ パ ン を 各 試 料 に 加 え る 。
７ ． 試 料 を し っ か り 保 護 し 、 １ ５ 秒 間 激 し く 転 回 さ せ る 。
８ ． 試 料 を 室 温 で ５ 分 間 放 置 す る 。
９ ． 遠 心 分 離 管 は 漏 れ や す く 、 試 料 は 特 に 貴 重 で あ る た め 、 生 成 し た 混 合 物 を ９ ０ ０ ０ ×
ｇ 、 １ ８ 分 間 ４ ℃ で の 遠 心 分 離 に か け る 。 混 合 物 は ３ 相 ： 赤 オ レ ン ジ 色 相 （ タ ン パ ク 質 ）
、 中 相 （ Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び 無 色 上 部 水 相 （ Ｒ Ｎ Ａ ） に 分 離 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 沈 澱
１ ． 水 相 を 新 し い 、 適 切 に ラ ベ ル さ れ た ５ ０ ｍ ｌ 高 速 遠 心 分 離 管 に 移 し 入 れ る 。
２ ． １ ６ .８ ｍ Ｌ の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え 、 短 時 間 転 回 混 合 す る 。
３ ． 試 料 を 室 温 で ５ ～ １ ０ 分 間 放 置 し 、 一 晩 － ２ ０ ℃ で 沈 澱 さ せ る 。
４ ． 試 料 を － ２ ０ ℃ か ら 取 出 し 、 室 温 で ５ 分 間 放 置 す る 。
５ ． ４ ℃ で １ ０ 分 間 ９ ０ ０ ０ × ｇ で の 遠 心 分 離 に か け る 。 Ｒ Ｎ Ａ 沈 澱 物 は 、 管 の 側 面 お よ
び 底 部 に ペ レ ッ ト を 形 成 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 洗 浄
１ ． ペ レ ッ ト を 乱 す こ と な く 、 可 能 な 限 り 上 清 の 多 く を ピ ペ ッ ト で 取 る 。
２ ． １ ５ ｍ Ｌ の ７ ５ ％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 試 料 を 渦 状 に か き 混 ぜ る 。
３ ． ４ ℃ で ８ 分 間 ７ ５ ０ ０ × ｇ で の 遠 心 分 離 に か け る 。
４ ． 確 実 に ペ レ ッ ト を 乱 さ な い よ う に し な が ら 、 上 清 の 半 分 （ 約 ８ ～ １ ２ ｍ Ｌ 残 る ） を ピ
ペ ッ ト で 取 る 。
５ ． ２ ｍ Ｌ ピ ペ ッ ト で 上 下 に パ ル ス す る こ と に よ り 、 ７ ５ ％ エ タ ノ ー ル に ペ レ ッ ト を 再 懸
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濁 す る （ 確 実 に ピ ペ ッ ト の 先 端 で 管 の 側 面 を 擦 り 取 っ て 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 再 懸 濁 す る ） 。
【 ０ ２ １ ７ 】
６ ． 各 試 料 を ４ 本 の １ .５ ｍ Ｌ 微 細 遠 心 分 離 管 へ ア リ コ ー ト に 分 け て 入 れ る 。
７ ． 全 速 力 で １ ０ 分 間 管 を ス ピ ン ダ ウ ン す る 。
８ ． 上 清 を ピ ペ ッ ト で 取 る （ そ し て 取 っ て お く ） 。
９ ． 別 の ア リ コ ー ト を 各 管 に 加 え る 。
１ ０ ． 全 試 料 が 使 用 さ れ る ま で こ の 過 程 を 反 復 す る 。 ペ レ ッ ト を 再 び 合 わ せ る 。
１ １ ． １ 回 最 終 ７ ５ ％ エ タ ノ ー ル 洗 浄 を 行 う 。
１ ２ ． 全 速 力 で ５ 分 間 ス ピ ン ダ ウ ン す る 。
１ ３ ． エ タ ノ ー ル を ピ ペ ッ ト で 取 る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 可 溶 化
１ ． ペ レ ッ ト を ５ ～ １ ０ 分 間 風 乾 す る 。
２ ． Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 温 水 １ ０ ０ μ ｌ に 再 懸 濁 す る 。 試 料 が 容 易 に 再 懸 濁 し な い 場 合 、 ５ 分 間 ６ ５
℃ で 加 熱 し 、 激 し く 上 下 に ピ ペ ッ ト 操 作 で 混 合 す る 。
３ ． 短 時 間 ス ピ ン ダ ウ ン す る 。
４ ． ２ ６ ０ ／ ２ ８ ０ ｎ Ｍ で の 吸 光 度 に よ り 定 量 し 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で ３ ０ ０ ｎ ｇ を
移 動 さ せ る 。
５ ． Ｒ ｎ ｅ ａ ｓ ｙ カ ラ ム を 用 い 続 行 し て 試 料 を 精 製 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 全 Ｒ Ｎ Ａ の 精 製
１ ． Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ミ ニ ・ ス ピ ン カ ラ ム （ キ ア ゲ ン ） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る 。 多 く と
も １ ０ ０ μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を カ ラ ム に ロ ー デ ィ ン グ す る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 有 水 に よ り
試 料 の 量 を １ ０ ０ μ Ｌ に 調 節 す る 。
２ ． ３ ５ ０ μ Ｌ の 緩 衝 液 Ｒ Ｌ Ｔ を 試 料 に 加 え 、 十 分 に 混 合 す る 。
３ ． ２ ５ ０ μ Ｌ エ タ ノ ー ル （ １ ０ ０ ％ ） を ラ イ ゼ ー ト に 加 え 、 ピ ペ ッ ト 操 作 で 十 分 に 混 合
す る 。 遠 心 分 離 は し な い 。
４ ． 試 料 （ ７ ０ ０ μ Ｌ ） を 、 採 集 管 に 据 え た Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ミ ニ ・ ス ピ ン カ ラ ム に 適 用 す る
。 １ ５ 秒 間 ≧ ８ ０ ０ ０ × ｇ （ ≧ １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で の 遠 心 分 離 に か け る 。
５ ． 試 料 フ ロ ー ‐ ス ル ー （ ７ ０ ０ μ Ｌ ） を Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ミ ニ ・ ス ピ ン カ ラ ム に 再 適 用 す る
。 １ ５ 秒 間 ≧ ８ ０ ０ ０ × ｇ （ ≧ １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で の 遠 心 分 離 に か け る 。 フ ロ ー ‐ ス ル
ー お よ び 採 集 管 を 棄 て る 。
６ ． Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ カ ラ ム を 新 し い ２ ｍ Ｌ 採 集 管 （ 供 給 さ れ た ） に ピ ペ ッ ト で 移 す 。 ５ ０ ０
μ Ｌ の 緩 衝 液 Ｒ Ｐ Ｅ を 加 え 、 １ ５ 秒 間 ≧ ８ ０ ０ ０ × ｇ （ ≧ １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で の 遠 心 分
離 に か け て 洗 浄 す る 。 フ ロ ー ‐ ス ル ー を 廃 棄 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
７ ． ピ ペ ッ ト で ５ ０ ０ μ Ｌ の 緩 衝 液 Ｒ Ｐ Ｅ を 取 り 、 最 大 速 度 で ２ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に
よ り 膜 を 乾 燥 さ せ る 。 フ ロ ー ‐ ス ル ー を 廃 棄 し 、 試 料 を １ 分 間 ス ピ ン さ せ て 確 実 に 乾 固 さ
せ る 。 採 集 管 を 廃 棄 す る 。
８ ． Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ カ ラ ム を 新 し い １ .５ ｍ Ｌ 採 集 管 （ 供 給 さ れ た ） へ 移 し 入 れ 、 ３ ０ μ Ｌ
の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 不 含 有 温 水 （ ６ ５ ℃ ） を 直 接 Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ 膜 へ ピ ペ ッ ト で 移 す 。 カ ラ
ム を １ 分 間 静 置 す る 。 １ 分 間 ≧ ８ ０ ０ ０ × ｇ （ ≧ １ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で ２ 分 間 遠 心 分 離 す
る こ と に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ を 溶 離 す る 。
９ ． フ ロ ー ‐ ス ル ー を １ 分 間 放 置 さ せ た カ ラ ム へ 再 適 用 す る 。 ２ 分 間 ≧ ８ ０ ０ ０ × ｇ （ ≧
１ ０ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） で 再 遠 心 分 離 す る 。
１ ０ ． 試 料 の 濃 度 お よ び 量 を 、 Ｄ Ｕ ６ ５ ０ 分 光 光 度 計 （ ベ ッ ク マ ン ・ コ ー ル タ ー ） を 用 い
て 得 る 。 試 料 は 、 ０ .５ μ ｇ ／ μ Ｌ ま た は そ れ よ り 高 い 濃 度 と す べ き で あ る 。 最 小 限 の ５
μ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ が ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 実 施 に 必 要 で あ る 。
１ １ ． ３ ０ ０ ｎ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に か け る こ と に よ り 、 品 質 を チ ェ ッ ク
す る 。 Ｓ Ｙ Ｂ Ｅ Ｒ グ リ ー ン Ｉ Ｉ 色 素 （ モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ス ） を 用 い て ゲ ル を 染 色 す
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る 。
１ ２ ． 試 料 を 定 量 し 、 再 び ゲ ル に か け る 。
１ ３ ． 続 け て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 進 め る か ま た は さ ら な る 処 理 を 行 う ま で － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 す る
。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成
　 完 全 長 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る こ と に よ り 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト ・ チ ョ イ ス ・ シ ス テ ム （ ラ イ
フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ か ら 入 手 可 能 ） を 用 い て ２ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Ｘ ＋ Ｙ ＋ Ｚ ＝ １ ２
１ ． 全 Ｒ Ｎ Ａ （ Ｘ ） を 加 え る
　 適 切 な 量 の Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 水 （ Ｙ ）
　 １ μ Ｌ の １ ０ ０ ｐ ｍ ｏ ｌ ／ μ Ｌ  Ｔ ７ － （ Ｔ ） ２ ４ プ ラ イ マ ー
　 （ Ｔ ） ２ ４ ） （ ジ ェ ノ シ ス （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｏ Ｓ Ｙ Ｓ 、 商 標 ） ）
【 ０ ２ ２ ４ 】
２ ． 混 合 し 、 ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 加 熱 す る 。
３ ． 以 下 の も の を Ｒ Ｎ Ａ ／ プ ラ イ マ ー 混 合 物 に 加 え る ：
　 　 　 試 薬 　 　 　 　 　 　 　 　 量 （ μ Ｌ ）
　 ５ × 第 １ 鎖 緩 衝 液 　 　 　 　 ４ .０
　 ０ .１ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 　 　 　 　 ２ .０
　 １ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 　 　 　  １ .０
４ ． ４ ２ ℃ で ２ 分 間 加 熱 す る 。
５ ． 適 量 の Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ  Ｒ Ｔ （ ４ ０ ０ Ｕ 合 計 ） （ ラ イ フ ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） （ Ｚ ） を 加 え る
。
６ ． 混 合 し 、 ４ ２ ℃ で １ 時 間 加 熱 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 第 ２ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成
１ ． 全 試 薬 お よ び 第 １ 鎖 管 を 氷 上 に 置 く 。
２ ． 第 １ 鎖 管 に 加 え る 。
　 　 　 試 薬 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 量 （ μ Ｌ ）
　 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ  Ｈ ２ Ｏ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 ９ １ .０
　 ５ × 第 ２ 鎖 緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 ３ ０ .０
　 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ （ E.coli） DNA POL I（ ４ ０ U） 　  　 　 ４ .０
　 １ ０ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ３ .０
　 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ （ E.coli） DNAリ ガ ー ゼ （ １ ０ U）  　 　 １ .０
　 エ シ ェ リ キ ア ・ コ リ （ E.coli） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ H（ ２ U）  １ .０
３ ． １ ６ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
４ ． ２ μ Ｌ （ １ ０ Ｕ ） Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え 、 １ ６ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン す る 。
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５ ． １ ０ μ Ｌ の ０ .５ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ る 。
６ ． さ ら な る 処 理 を 行 う ま で － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｌ Ｇ － フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出
１ ． １ ２ ０ ０ ０ × ｇ で １ 分 間 微 細 遠 心 分 離 管 中 に お い て フ ェ ー ス ・ ロ ッ ク ゲ ル （ Ｐ Ｌ Ｇ ）
を ペ レ ッ ト に す る 。
２ ． 等 量 （ １ ６ ２ μ Ｌ ） の （ ２ ５ ： ２ ４ ： １ ） フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア
ル コ ー ル （ １ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ ８ .０ ／ １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ － シ グ マ で 飽 和 ） を
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に 加 え る 。 試 料 を 渦 状 に か き 混 ぜ る 。
３ ． 混 合 物 全 体 を ラ ベ ル し た Ｐ Ｌ Ｇ 管 中 に 移 す 。
４ ． ２ 分 間 最 大 速 度 （ １ ２ ０ ０ ０ × ｇ ま た は そ れ よ り 大 ） で 微 細 遠 心 分 離 に か け る 。
５ ． 水 性 上 相 を 新 し い ラ ベ ル し た １ .５ ｍ Ｌ 管 に 移 す 。 引 き 続 い て Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 沈 澱 を 行 う 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｅ ｔ Ｏ Ｈ 沈 澱
１ ． ２ μ Ｌ の ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ グ リ コ ー ゲ ン を 担 体 と し て 試 料 に 加 え る 。
２ ． ０ .５ 倍 量 の ７ .５ Ｍ  Ｎ Ｈ ４ Ａ ｃ を 試 料 （ ８ １ μ Ｌ ） に 加 え る 。
３ ． ２ .５ 倍 量 の 冷 無 水 エ タ ノ ー ル （ － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 ） を 加 え 、 試 料 （ ４ ０ ５ μ Ｌ ） を 渦
状 に か き 混 ぜ る 。
４ ． す ぐ に 全 速 力 で ２ ０ 分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 に か け る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
５ ． 上 清 を ピ ペ ッ ト で 注 意 深 く 取 出 す こ と に よ り 除 去 す る 。 ペ レ ッ ト を ０ .５ ｍ Ｌ の ８ ０
％ 冷 エ タ ノ ー ル （ － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 ） 中 で 洗 浄 す る 。 最 大 速 度 で ５ 分 間 遠 心 分 離 に か け る 。
６ ． ペ レ ッ ト が 遊 離 状 態 で あ り 得 る た め 、 ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 非 常 に 注 意 深 く ピ ペ ッ ト で
取 出 す こ と に よ り 除 去 す る 。 ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル 洗 浄 を さ ら に １ 回 反 復 す る 。
７ ． ペ レ ッ ト が 遊 離 状 態 で あ り 得 る た め 、 ８ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 非 常 に 注 意 深 く ピ ペ ッ ト で
取 出 す こ と に よ り 除 去 す る 。 ペ レ ッ ト を 風 乾 す る 。 処 理 に か け る 前 に 乾 固 に つ い て チ ェ ッ
ク す る 。
８ ． ペ レ ッ ト を １ ２ μ Ｌ の Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 温 水 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ｃ Ｒ Ｎ Ａ 合 成
　 Ｅ ｎ ｚ ｏ  Ｂ Ｉ Ｏ － Ａ Ｒ Ｒ Ａ Ｙ （ エ ン ゾ ・ バ イ オ ‐ ア レ イ 、 商 標 ） 高 収 率 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 ラ
ベ リ ン グ キ ッ ト （ Ｅ Ｎ Ｚ Ｏ ） を 用 い て イ ン ビ ト ロ で ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 転 写 す る こ と に よ り 、 ビ オ
チ ン 標 識 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 さ せ る 。 下 表 を 用 い る こ と に よ り 、 使 用 さ れ る 精 製 Ｒ Ｎ Ａ の 最 初
の 量 に 基 づ い た Ｉ Ｖ Ｔ 反 応 で 使 用 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 量 を 計 算 す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ ｃ Ｄ Ｎ Ａ に つ い て １ ２ μ Ｌ の 再 懸 濁 液 量 と 仮 定 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 １ ． 反 応 成 分 を 汚 れ の 無 い ラ ベ ル し た 微 細 遠 心 分 離 管 に 添 加 し 、 添 加 す る 間 、 こ れ ら を
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室 温 に 保 っ て お く 。 示 さ れ た 順 序 で 添 加 を 行 う 。
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ２ ． 注 意 深 く 試 薬 を 混 合 し 、 短 い 微 細 遠 心 分 離 に よ り 管 の 底 部 に 混 合 物 を 集 め る 。
　 ３ ． 即 座 に 管 を ３ ７ ℃ 水 浴 中 に 置 く 。 ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 中 ３ ０ ～ ４ ５ 分 ご と に 内 容 物 を 静 か に 混 合 す る 。
　 ４ ． １ .５ μ Ｌ の ０ .５ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ お よ び １ .５ μ Ｌ の １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 加 え る こ と に よ り
反 応 を 停 止 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ５ ． Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ ミ ニ ス ピ ン カ ラ ム で ｃ Ｒ Ｎ Ａ 反 応 物 を 精 製 す る 。
　 ６ ． 試 料 の 濃 度 を 、 Ｄ Ｕ ６ ５ ０ 分 光 光 度 計 （ ベ ッ ク マ ン ・ コ ー ル タ ー ） を 用 い て 調 べ る
。
　 ７ ． ３ ０ ０ ｎ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル に か け て 品 質 を チ ェ ッ ク す る 。 Ｓ Ｙ Ｂ
Ｅ Ｒ グ リ ー ン Ｉ Ｉ 色 素 （ モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ス ） を 用 い て ゲ ル を 染 色 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 ｃ Ｒ Ｎ Ａ の フ ラ グ メ ン ト 化 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル の 調 製
　 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス は 、 フ ラ グ メ ン ト 化 手 順 で 使 用 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ が 、 手 順 進 行 中 体 積 を
小 さ く 維 持 す る の に 十 分 な 程 度 ま で 濃 縮 さ れ る べ き で あ る と 勧 告 し て い る 。 こ れ に よ っ て
最 終 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル 中 に お け る マ グ ネ シ ウ ム の 量 は 最 小 限 に さ れ る 。 フ
ラ グ メ ン ト 化 開 始 時 ｃ Ｒ Ｎ Ａ は ０ .６ μ ｇ ／ μ Ｌ の 最 小 濃 度 で な く て は な ら な い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 調 製 用 に フ ラ グ メ ン ト 化 す る 。 Ｒ Ｎ Ａ ＋ Ｈ ２ Ｏ 、 ８ μ Ｌ ご と に ２ μ Ｌ の
５ × フ ラ グ メ ン ト 化 緩 衝 液 （ ２ ） を 加 え る 。 フ ラ グ メ ン ト 化 混 合 物 に お け る Ｒ Ｎ Ａ の 最 終
濃 度 は ０ .５ ～ ２ μ ｇ ／ μ Ｌ の 範 囲 で あ り 得 る 。 以 下 の 表 は 、 最 終 濃 度 ０ .５ μ ｇ ／ μ Ｌ の
２ ０ μ ｇ の ｃ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 に 関 す る フ ラ グ メ ン ト 化 混 合 物 の 一 例 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 １ ． ９ ４ ℃ で ３ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 フ ラ グ メ ン ト 化 後 、 氷 上 に 置 く 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 取 り か か る ま で 、 未 希 釈 フ ラ グ メ ン ト 化 試 料 Ｒ Ｎ Ａ を － ２ ０ ℃ で 貯
蔵 す る 。
　 ２ ． 各 標 的 に つ い て の 以 下 の 成 分 を 混 合 す る 。
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【 ０ ２ ３ ９ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ＊ １ ０ ０ × 対 照 ｃ Ｒ Ｎ Ａ カ ク テ ル の 冷 凍 ス ト ッ ク を ５ 分 間 ６ ５ ℃ に 加 熱 す る こ と に よ り
ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 完 全 に 再 懸 濁 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 標 的 ク リ ー ン ア ッ プ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 １ ． 使 用 直 前 、 室 温 に プ ロ ー ブ ア レ イ を 平 衡 さ せ る 。
　 ２ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を ５ 分 間 加 熱 ブ ロ ッ ク で ９ ９ ℃ に 加 熱 す る 。
　 ３ ． そ の 間 、 ２ ０ ０ μ Ｌ の １ × Ｍ Ｅ Ｓ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｍ
Ｅ Ｓ 、 １ Ｍ の ［ Ｎ ａ ＋ ］ 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .０ １ ％ ト ウ ィ ー ン ２ ０ ） で 満 た す こ
と に よ り ア レ イ を 湿 ら せ る 。 プ ロ ー ブ ア レ イ を ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 回 転 さ せ な が ら イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る 。
　 ４ ． ９ ９ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 、 ５ 分 間 ４ ５ ℃ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ ー ブ ン に 移 す 。
　 ５ ． 微 細 遠 心 分 離 器 中 で ５ 分 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 最 大 速 度 で 回 転 さ せ
る 。
　 ６ ． プ ロ ー ブ ア レ イ カ ー ト リ ッ ジ か ら 緩 衝 液 を 取 出 し 、 管 底 部 に あ る 未 溶 解 物 質 を 回 避
し な が ら ２ ０ ０ μ Ｌ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル で 満 た す 。
　 ７ ． ４ ５ ℃ オ ー ブ ン の あ ぶ り 器 に プ ロ ー ブ ア レ イ を 置 く 。 一 晩 １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 測 定 方 法
　 本 発 明 の 実 験 方 法 は 、 細 胞 成 分 の 測 定 値 に よ り 異 な る 。 測 定 さ れ た 細 胞 成 分 は 、 細 胞 の
生 物 学 的 状 態 の あ ら ゆ る 局 面 か ら の も の で あ り 得 る 。 そ れ ら は 、 Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 が 測 定 さ れ
る 転 写 状 態 、 タ ン パ ク 質 存 在 量 が 測 定 さ れ る 翻 訳 状 態 、 タ ン パ ク 質 活 性 が 測 定 さ れ る 活 性
状 態 か ら の も の で あ り 得 る 。 細 胞 特 性 は ま た 、 た と え ば １ 種 ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質
の 活 性 が 他 の 細 胞 成 分 の Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 （ 遺 伝 子 発 現 ） と 一 緒 に 測 定 さ れ る 混 合 局 面 か ら 得
ら れ る も の で あ り 得 る 。 こ の 節 は 、 薬 剤 ま た は 経 路 応 答 に お け る 細 胞 成 分 の 測 定 方 法 に つ
い て 例 を 挙 げ て 記 載 し て い る 。 本 発 明 は 、 他 の 上 記 測 定 方 法 に も 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 で は 、 他 の 細 胞 成 分 の 転 写 状 態 を 測 定 す る 。 転 写 状 態 は 、 次 の 小 節
で 記 載 さ れ て い る 、 核 酸 ま た は 核 酸 模 擬 プ ロ ー ブ の ア レ イ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技
術 に よ り 、 ま た は 後 続 の 小 節 に 記 載 さ れ て い る 他 の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
測 定 は さ れ る が 、 結 果 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 お よ び ／ ま た は 比 率 を 表 す 値 を 含 む デ ー タ で あ
り 、 こ れ ら は 通 常 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 割 合 を 反 映 す る （ Ｒ Ｎ Ａ 分 解 速 度 に 差 異 が 無 い 場 合 ） 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
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　 本 発 明 の 様 々 な 別 の 実 施 態 様 で は 、 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状 態 、 た と え ば 翻 訳 状 態 、
活 性 状 態 の 局 面 ま た は 混 合 局 面 が 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ま た 、 無 細 胞 検 定 法 は 、 表 ６ ま た は 表 １ ２ Ａ ま た は １ ２ Ｂ に 開 示 さ れ た 遺 伝 子 の １ 個 に
よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 結 合 相 手 と 相 互 作 用 し 得 る 化 合 物 を 同 定
し 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 相 手 の 活 性 を 改 変 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 ま た 、 無 細 胞 検
定 法 は 、 コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 結 合 相 手 、 た と え ば 標 的 ペ プ チ ド 間 の 相 互 作 用 を
調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 化 合 物 を 同 定 す る た め の 無 細 胞 検 定 法 は 、 開 示 さ れ た 遺 伝 子
の １ 個 に よ り コ ー ド 化 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び 試 験 化 合 物 ま た は 試 験 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ
ー を 、 結 合 相 手 物 質 、 た と え ば 生 物 学 的 不 活 性 標 的 ペ プ チ ド ま た は 小 分 子 の 存 在 ま た は 不
存 在 下 で 含 む 反 応 混 合 物 を 含 む 。 し た が っ て 、 乳 癌 の 処 置 に 有 用 で あ る 薬 剤 を 同 定 す る た
め の 無 細 胞 方 法 の 一 例 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 機 能 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は タ ン パ
ク 質 結 合 相 手 物 質 と 試 験 化 合 物 ま た は 試 験 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 接 触 さ せ 、 複 合 体 の 形
成 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 検 出 目 的 に つ い て は 、 タ ン パ ク 質 は 特 異 的 マ
ー カ ー で 標 識 さ れ 、 試 験 化 合 物 ま た は 試 験 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 異 な る マ ー カ ー で 標 識
さ れ 得 る 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は タ ン パ ク 質 結 合 相 手 物 質 と
試 験 化 合 物 の 相 互 作 用 は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 段 階 後 に ２ 標 識 の レ ベ ル を 測 定
す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 ２ 標 識 の 存 在 は 相 互 作 用 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 分 子 間 の 相 互 作 用 は ま た 、 光 学 現 象 で あ る 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 を 検 出 す る リ ア ル タ イ
ム Ｂ Ｉ Ａ （ 生 体 分 子 相 互 作 用 分 析 、 フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ セ ン サ ー （ Ａ Ｂ ） ） を 用 い る こ
と に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 検 出 は 、 生 物 特 異 的 界 面 に お け る 質 量 高 分 子 の 質 量 濃 度 の 変 化 に
よ り 異 な り 、 分 子 の 標 識 を 必 要 と は し な い 。 有 用 な 一 実 施 態 様 で は 、 試 験 化 合 物 の ラ イ ブ
ラ リ ー は 、 セ ン サ ー 表 面 、 た と え ば マ イ ク ロ ‐ フ ロ ー セ ル の 壁 面 に 固 定 さ れ 得 る 。 次 い で
、 タ ン パ ク 質 、 そ の 機 能 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は タ ン パ ク 質 結 合 相 手 物 質 を 含 む 溶 液 を 、 セ
ン サ ー 表 面 全 体 に わ た っ て 連 続 循 環 さ せ る 。 シ グ ナ ル 記 録 装 置 で 示 さ れ て い る 、 共 鳴 角 度
の 改 変 は 、 相 互 作 用 の 発 生 を 示 す 。 こ の 技 術 は 、 フ ァ ル マ シ ア に よ る BIAtechnology Hand
bookに よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 無 細 胞 検 定 法 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 ａ ） 少 な く と も 一 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た タ ン
パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 結 合 相 手 物 質 お よ び 試 験 化 合 物 を 合 わ せ て 反 応 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 そ
し て b） 試 験 化 合 物 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 に お け る タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 結 合 相 手
物 質 の 相 互 作 用 を 検 出 す る 。 試 験 化 合 物 不 存 在 下 で の 相 互 作 用 と 比 べ た 試 験 化 合 物 の 存 在
下 に お け る タ ン パ ク 質 お よ び 結 合 相 手 物 質 の 相 互 作 用 に お け る か な り の 変 化 （ 増 強 作 用 ま
た は 阻 害 作 用 ） は 、 試 験 化 合 物 に 関 す る タ ン パ ク 質 活 性 の 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト （ 模 擬 ま た は
増 強 物 質 ） ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 阻 害 剤 ） を 示 し て い る 。 検 定 法 の 成 分 は 同 時 に 合 わ さ
れ 得 る か ま た は タ ン パ ク 質 を あ る 一 定 期 間 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ た 後 結 合 相 手 物 質 を 反 応
混 合 物 に 加 え 得 る 。 化 合 物 の 効 力 は 、 様 々 な 濃 度 の 化 合 物 を 用 い て 用 量 応 答 曲 線 を 作 製 す
る こ と に よ り 評 価 さ れ 得 る 。 ま た 対 照 検 定 法 は 、 試 験 化 合 物 不 存 在 下 で の タ ン パ ク 質 お よ
び そ の 結 合 相 手 物 質 間 に お け る 複 合 体 の 形 成 を 定 量 す る こ と に よ り 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 結 合 相 手 物 質 間 の 複 合 体 の 形 成 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 検 出 法 に よ っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 タ ン パ ク 質 、 た と え ば 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標
識 ま た は 酵 素 標 識 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 相 手 物 質 を 用 い る こ と に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 相 手 物 質 を 固 定 す る こ と に よ り 、 タ
ン パ ク 質 お よ び そ の 結 合 相 手 物 質 の 非 複 合 体 形 態 か ら 複 合 体 の 分 離 お よ び 検 定 の 自 動 化 が
簡 易 化 さ れ 得 る 。 タ ン パ ク 質 と そ の 結 合 相 手 物 質 と の 複 合 体 形 成 は 、 た と え ば マ イ ク ロ タ
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イ タ ー プ レ ー ト 、 微 細 遠 心 分 離 管 お よ び 試 験 管 と い っ た あ ら ゆ る タ イ プ の 容 器 で 達 成 さ れ
得 る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 別 の タ ン パ ク 質 、 た と え ば グ ル タ チ オ ン
－ Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 融 合 さ せ て 、 マ ト リ ッ ク ス 、 た と え ば グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ
ー ス ビ ー ズ （ シ グ マ ・ ケ ミ カ ル 、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ ） に 吸 着 さ れ 得 る 融 合 タ ン パ ク
質 を 形 成 さ せ 得 、 次 い で こ れ ら を た と え ば ３ ５ Ｓ で 標 識 し た 、 標 識 タ ン パ ク 質 相 手 物 質 お
よ び 試 験 化 合 物 と 合 わ せ 、 複 合 体 形 成 に 十 分 な 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 そ れ に
続 い て 、 ビ ー ズ を 洗 浄 し て 未 結 合 標 識 を 除 去 し 、 マ ト リ ッ ク ス を 固 定 し 、 放 射 性 標 識 を 測
定 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 マ ト リ ッ ク ス に お け る タ ン パ ク 質 の 別 の 固 定 方 法 に は 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン の 使 用 が あ る 。 た と え ば 、 公 知 技 術 を 用 い て ビ オ チ ン Ｎ Ｈ Ｓ （ Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ
ン イ ミ ド ） を 用 い て タ ン パ ク 質 を ビ オ チ ニ ル 化 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し
た プ レ ー ト の 壁 に 固 定 さ せ 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 ま た 、 無 細 胞 検 定 法 を 用 い る こ と に よ り 、 少 な く と も 一 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た タ
ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 得 る 薬 剤 が 同 定 さ れ 、 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 活
性 が 調 節 さ れ 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 タ ン パ ク 質 を 試 験 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、
タ ン パ ク 質 の 触 媒 活 性 を 測 定 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 標 的 分 子 へ の タ ン パ ク 質 の 結 合 親
和 力 を 、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 に よ り 測 定 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 ア ン チ セ ン ス 」 の 語 は 、 開 示 さ れ た 遺 伝 子 の 少 な く と も １
個 の Ｒ Ｎ Ａ 発 現 産 物 の 一 部 分 と 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を い う 。 「 相 補 的 な 」 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と は 、 標 準 ワ ト ソ ン ‐ ク リ ッ ク 相 補 性 規 則 に し た が っ て 塩 基 対 合 し 得 る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を い う 。 す な わ ち 、 プ リ ン は ピ リ ミ ジ ン と 塩 基 対 合 す る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ
の 場 合 に は グ ア ニ ン ： シ ト シ ン お よ び ア デ ニ ン ： チ ミ ン 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 に は ア デ ニ
ン ： ウ ラ シ ル の 組 合 せ を 形 成 す る 。 そ れ ほ ど 一 般 的 で は な い 他 の 塩 基 、 た と え ば イ ノ シ ン
、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ６ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン な ど は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン し て い る 配 列 に 含 ま れ 得 、 対 合 に 干 渉 す る こ と は 無 い 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 全 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 成 分 の 測 定 は 、 測 定 が い つ 為 さ れ る か と は 比 較 的 関 係 の 無 い
方 法 で な さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 転 写 状 態 の 測 定
　 好 ま し く は 、 転 写 状 態 の 測 定 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ へ の 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ り 為 さ れ 、 こ れ ら に つ い て は こ の 小 節 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る 種 の 他 の 転 写
状 態 測 定 方 法 は 、 こ の 小 節 で 後 述 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 転 写 物 ア レ イ 総 括
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 」 （ 本 明 細 書 で は
「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 と も 称 す ） を 利 用 す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 細 胞 に お け る 転 写 状 態 を
分 析 し 、 特 に 癌 細 胞 の 転 写 状 態 を 測 定 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 転 写 物 ア レ イ は 、 細 胞 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 表 す 検 出 可 能
標 識 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 全 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 合 成 さ れ た 蛍 光 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た
は 標 識 ｃ Ｒ Ｎ Ａ ） を マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 製 造 さ れ
る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 細 胞 ま た は 生 物 体 の ゲ ノ ム に お け る 遺 伝 子 の 多 く 、 好 ま し く は 遺
伝 子 の 大 部 分 ま た は ほ ぼ 全 部 の 生 成 物 に つ い て の 整 列 し た 結 合 （ 例 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ） 部 位 の ア レ イ を 有 す る 表 面 で あ る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 そ の 幾 つ か に つ い て は 下 記
に 記 載 さ れ て い る 若 干 の 方 法 で 製 造 さ れ 得 る 。 製 造 は さ れ る が 、 マ イ ク ロ ア レ イ は あ る 種
の 特 徴 を 共 有 す る ： ア レ イ は 再 生 可 能 で あ り 、 所 定 ア レ イ の 多 数 コ ピ ー が 製 造 さ れ 、 互 い
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に 容 易 に 比 較 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 小 型 で 、 通 常 ５ ｃ ｍ ２ よ り 小 さ く
、 結 合 （ 例 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 条 件 下 で 安 定 し て い る 材 料 で 製 造 さ れ て い る
。 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る 所 定 の 一 結 合 部 位 ま た は 結 合 部 位 の 特 有 セ ッ ト は 、 細 胞 に お け
る 単 一 遺 伝 子 の 生 成 物 と 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ き 複 数 の 物 理 的 結 合 部
位 （ 以 後 「 部 位 」 ） が 存 在 し 得 る が 、 明 瞭 に す る た め 、 下 記 検 討 で は 単 一 部 位 が あ る も の
と 仮 定 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 各 位 置 に 既 知 配 列 の 固 定 さ れ た 核 酸 を 含 む 位 置 的 に ア ド レ
ス 可 能 な ア レ イ を 使 用 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 調 製 さ れ 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で
マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た と き 、 特 定 遺 伝 子 に 対 応 す る ア レ イ に お け
る 部 位 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル は 、 そ の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細
胞 に お け る 優 勢 さ を 反 映 す る も の と す る 。 た と え ば 、 全 細 胞 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 検 出 可 能
標 識 （ 例 、 発 蛍 光 団 で ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｒ Ｎ Ａ が マ イ ク ロ ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン し た と き 、 細 胞 で は 転 写 さ れ て い な い 遺 伝 子 に 対 応 す る （ す な わ ち 遺 伝 子 産 物 と 特 異
的 に 結 合 し 得 る ） ア レ イ 上 の 部 位 は 、 ほ と ん ど ま た は 全 く シ グ ナ ル （ 例 、 蛍 光 シ グ ナ ル ）
を 発 さ ず 、 コ ー ド 化 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 優 勢 で あ る 遺 伝 子 は 比 較 的 強 い シ グ ナ ル を 有 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 遺 伝 子 産 物 （ 例 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ
Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト ） と 配 列 が 対 応 す る プ ロ ー ブ が 既 知 位 置 に
お い て 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 結 合 さ れ 得 る 表 面 に よ り 構 成 さ れ る 。 一 実
施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 各 位 置 が 遺 伝 子 に よ り コ ー ド 化 さ れ た 生 成 物 （ 例 、 タ ン
パ ク 質 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） に つ い て 異 な る 結 合 部 位 を 表 し 、 結 合 部 位 が 、 生 物 体 ゲ ノ ム に お け
る 遺 伝 子 の 大 部 分 ま た は ほ ぼ 全 部 の 生 成 物 に つ い て 存 在 す る ア レ イ （ す な わ ち マ ト リ ッ ク
ス ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 「 結 合 部 位 」 （ 以 後 「 部 位 」 ） は 、 特 定 同 族 体 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｒ Ｎ Ａ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 得 る 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 で あ
る 。 結 合 部 位 の 核 酸 ま た は 類 似 体 は 、 た と え ば 合 成 オ リ ゴ マ ー 、 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 完 全 長
に は 満 た な い ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 標 的 生 物 体 ゲ ノ ム に お け る 全 部 ま た は ほ ぼ 全
部 の 遺 伝 子 の 生 成 物 に つ い て の 結 合 部 位 を 含 む が 、 上 記 包 括 性 は 必 ず し も 要 求 さ れ な い 。
マ イ ク ロ ア レ イ は 、 標 的 生 物 体 に お け る 遺 伝 子 の 一 フ ラ ク シ ョ ン の み に つ い て の 結 合 部 位
を 有 し て い て も よ い 。 し か し な が ら 、 一 般 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 ゲ ノ ム に お け る 遺 伝 子
の 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 多 く の 場 合 少 な く と も 約 ７ ５ ％ 、 さ ら に 多 く の 場 合 少 な く と も 約
８ ５ ％ 、 さ ら に 多 く の 場 合 約 ９ ０ ％ よ り 大 お よ び 最 も 多 く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ に 対 応 す
る 結 合 部 位 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 興 味 の 対 象 で あ る 生 物 学 的 ネ ッ ト
ワ ー ク モ デ ル の 試 験 お よ び 確 認 に 直 接 関 連 の あ る 遺 伝 子 に つ い て の 結 合 部 位 を 有 す る 。 「
遺 伝 子 」 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 生 物 体 （ 例 、 単 細 胞 の 場 合 ） ま た は 多 細 胞 生 物 体 で の 何 ら か の 細
胞 で 転 写 さ れ る 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ 、 ７ ５ ま た は ９ ９ ア ミ ノ 酸 の 読 み 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ）
と し て 同 定 さ れ る 。 ゲ ノ ム に お け る 遺 伝 子 の 数 は 、 生 物 体 に よ り 発 現 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 数
か ら 、 ま た は ゲ ノ ム の 十 分 に 特 性 確 認 さ れ た 部 分 か ら の 外 挿 法 に よ り 推 定 さ れ 得 る 。 興 味
の 対 象 で あ る 生 物 体 の ゲ ノ ム が 配 列 決 定 さ れ た と き 、 Ｏ Ｒ Ｆ の 数 が 測 定 さ れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ
ー デ ィ ン グ 領 域 が Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 解 析 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ シ ス ・
セ レ ヴ ィ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） ゲ ノ ム は 、 完 全 に 配 列 決 定 さ れ て お り 、 ９ ９
ア ミ ノ 酸 よ り 長 い 約 ６ ２ ７ ５ Ｏ Ｒ Ｆ を 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら Ｏ Ｒ Ｆ の 解 析 は 、
タ ン パ ク 質 生 成 物 を 特 定 す る と 思 わ れ る ５ ８ ８ ５ の Ｏ Ｒ Ｆ が 存 在 す る こ と を 示 し て い る （
Goffeau et al.、 “ Life with 6000 Genes” 、 Science、 第 ２ ７ ４ 巻 、 ５ ４ ６ － ５ ６ ７ 頁
（ １ ９ ９ ６ ） 、 全 て の 目 的 の た め こ れ を 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る ） 。 対 照 的 に 、 ヒ ト ゲ ノ
ム は 、 約 ２ ５ ０ ０ ０ ～ ３ ５ ０ ０ ０ 遺 伝 子 を 含 む と 推 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
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　 マ イ ク ロ ア レ イ 用 の 核 酸 の 調 製
　 上 記 で 述 べ た 通 り 、 特 定 同 族 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 「 結 合
部 位 」 は 、 通 常 、 そ の 結 合 部 位 で 結 合 さ れ る 核 酸 ま た は 核 酸 類 似 体 で あ る 。 一 実 施 態 様 に
お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 結 合 部 位 は 、 生 物 体 ゲ ノ ム に お け る 各 遺 伝 子 の 少 な く と も 一 部
分 に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ は 、 た と え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 例 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ） ま た は ク ロ ー ン 化 配 列 か ら の 遺 伝 子 セ グ メ ン ト
の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 増 幅 に よ り 得 ら れ る か 、 ま た は 配 列 は 、 た と え ば フ ォ
ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 の 使 用 に よ り チ ッ プ 表 面 で 新 た に 合 成 さ れ 得 、 た と え ば 、 ア フ ィ メ
ト リ ッ ク ス は か か る 異 な る 技 術 を 用 い て そ れ ら の オ リ ゴ を 直 接 チ ッ プ 上 で 合 成 す る 。 特 有
フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に お け る 他 の い ず れ の フ ラ グ メ ン ト と も 連 続
同 一 配 列 を １ ０ 塩 基 よ り 多 く は 共 有 し て い な い フ ラ グ メ ン ト ） を 増 幅 さ せ る Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ
マ ー は 、 遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 既 知 配 列 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ
ラ ム は 、 要 求 さ れ る 特 異 性 お よ び 最 適 な 増 幅 特 性 を も つ プ ラ イ マ ー の 設 計 に 有 用 で あ る （
た と え ば 、 オ リ ゴ ｐ ｌ バ ー ジ ョ ン ５ .０ 、 ナ シ ョ ナ ル ・ バ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ 、 参 照 ） 。
非 常 に 長 い 遺 伝 子 に 対 応 す る 結 合 部 位 の 場 合 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
が マ イ ク ロ ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た と き 、 完 全 長 に 満 た な い プ ロ ー ブ で も 有
効 に 結 合 す る よ う に 、 遺 伝 子 の ３ '末 端 付 近 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る こ と が 望 ま し い こ と
も あ る 。 典 型 的 に は 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 各 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト は 、 約 ２ ０ ｂ ｐ ～ 約 ２ ０ ０
０ ｂ ｐ 、 さ ら に 一 般 的 に は 約 １ ０ ０ ｂ ｐ ～ 約 １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 、 そ し て 通 常 は 約 ３ ０ ０ ｂ ｐ ～
約 ８ ０ ０ ｂ ｐ の 長 さ で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 は 公 知 で あ り 、 た と え ば 、 Innis et al.編 、 PCR 
Protocols: A Guide to Methods and Applications、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス ・ イ ン コ ー ポ
レ イ テ ッ ド 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ９ ０ ） に 記 載 さ れ て お り 、 あ ら ゆ る 目
的 の た め に そ れ を 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 式 ロ ボ ッ ト シ ス テ ム が 核
酸 の 分 離 お よ び 増 幅 に 有 用 で あ る こ と は 明 白 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 用 の 核 酸 を 製 造 す る 別 の 手 段 は 、 た と え ば 、 Ｎ － ホ ス ホ ネ ー ト ま た は ホ
ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 作 用 を 用 い る 、 合 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
合 成 に よ る も の で あ る （ Froehler et al.、 Nucleic Acid Res、 第 １ ４ 巻 、 ５ ３ ９ ９ － ５
４ ０ ７ 頁 （ １ ９ ８ ６ ） 、 McBride et al.、 Tetra.Lett.、 第 ２ ４ 巻 、 ２ ４ ５ － ２ ４ ８ 頁 （
１ ９ ８ ３ ） 参 照 ） 。 合 成 配 列 は 、 長 さ 約 １ ５ ～ 約 ５ ０ ０ 塩 基 、 さ ら に 一 般 的 に は 約 ２ ０ ～
約 ５ ０ 塩 基 で あ る 。 実 施 態 様 に よ っ て は 、 合 成 核 酸 が 、 非 天 然 塩 基 、 た と え ば イ ノ シ ン を
含 む 場 合 も あ る 。 上 記 の 通 り 、 核 酸 類 似 体 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の 結 合 部 位 と し
て 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 核 酸 類 似 体 の 一 例 は ペ プ チ ド 核 酸 で あ る （ た と え ば 、 Egholm et 
al.、 “ PNA Hybridizes to Complementary Oligonucleotides Obeying the Watson-Crick
 Hydrogen-Bonding Rules” 、 Nature、 第 ３ ６ ５ 巻 、 ５ ６ ６ － ５ ６ ８ 頁 （ １ ９ ９ ３ ） 参 照
、 ま た 米 国 特 許 第 ５ ５ ３ ９ ０ ８ ３ 号 参 照 ） 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） 部 位 は 、 プ ラ ス ミ ド ま た は 遺
伝 子 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 例 、 発 現 さ れ た 配 列 標 識 ） ま た は そ こ か ら の 挿 入 体
か ら 作 製 さ れ る （ Nguyen et al.、 “ Differential Gene Expression in the Murine Thym
us Assayed by Quantitative Hybridization of Arrayed cDNA Clones” 、 Genomics、 第
２ ９ 巻 、 ２ ０ ７ － ２ ０ ９ 頁 （ １ ９ ９ ５ ） 参 照 ） 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 結 合 部 位 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 固 体 表 面 へ の 核 酸 の 結 合
　 核 酸 ま た は 類 似 体 を 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク （ 例 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ナ イ ロ ン ） 、 ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は 他 の 材 料 に よ り 製 造 さ れ た も の で あ り 得 る 固 体
支 持 体 に 結 合 さ せ る 。 表 面 へ の 核 酸 の 好 ま し い 結 合 方 法 は 、 Schena et al.、 “ Quantitat
ive Monitoring of Gene Expression Patterns with a Complementary DNA Microarray”
、 Science、 第 ２ ７ ０ 巻 、 ４ ６ ７ － ４ ７ ０ 頁 （ １ ９ ９ ５ ） に 総 括 的 に 記 載 さ れ て い る 、 ガ
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ラ ス プ レ ー ト で プ リ ン ト に す る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の マ イ ク ロ ア レ イ の 製
造 に 特 に 有 用 で あ る （ ま た 、 DeRisi et al.、 “ Use of a cDNA Microarray to Analyze G
ene Expression Patterns in Human Cancer” 、 Nature Gen.、 第 １ ４ 巻 、 ４ ５ ７ － ４ ６ ０
頁 （ １ ９ ９ ６ ） ； Shalon et al.、 “ A DNA Microarray System for Analyzing Complex D
NA Samples Using Two-Color Fluorescent Probe Hybridization” 、 Genome Res.、 第 ６
巻 、 ６ ３ ９ － ６ ４ ５ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） ； お よ び Schena et al.、 “ Parallel Human Genome A
nalysis; Microarray-Based Expression of 1000 Genes” 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 第
９ ３ 巻 、 １ ０ ５ ３ ９ － １ １ ２ ８ ６ 頁 （ １ ９ ９ ５ ） も 参 照 ） 。 上 述 の 文 献 に つ い て は 、 各 々
出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 第 二 の 好 ま し い 製 造 方 法 は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 製 造
に よ る も の で あ る 。 in situ 合 成 の た め の フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い る 、 表 面 上 の
特 定 位 置 に お い て 、 特 定 さ れ た 配 列 に 相 補 的 な 何 千 も の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア レ イ
を 製 造 す る 技 術 （ Fodor et al.、 “ Light-Directed Spatially Addressable Parallel Ch
emical Synthesis” 、 Science、 第 ２ ５ １ 巻 、 ７ ６ ７ － ７ ７ ３ 頁 （ １ ９ ９ １ ） ； Pease et 
al.、 “ Light-Directed Oligonucleotide Arrays for Rapid DNA Sequence Analysis” 、
Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 第 ９ １ 巻 、 ５ ０ ２ ２ － ５ ０ ２ ６ 頁 （ １ ９ ９ ４ ） ； Lockhart et 
al.、 “ Expression Monitoring by Hybridization to High-Density Oligonucleotide Ar
rays” 、 Nature Biotech.、 第 １ ４ 巻 、 １ ６ ７ ５ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ７ ８ ８
３ ２ 、 ５ ５ ５ ６ ７ ５ ２ お よ び ５ ５ １ ０ ２ ７ ９ 号 参 照 、 各 々 、 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る ） ま
た は 特 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 迅 速 に 合 成 し 、 沈 澱 さ せ る 他 の 方 法 （ Blanchard et
 al.、 “ High-Density Oligonucleotide Arrays” 、 Biosensors & Bioelectronics、 第 １
１ 巻 、 ６ ８ ７ － ６ ９ ０ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照 ） は 公 知 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 を 使 用 す る と き
、 既 知 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 ２ ５ 量 体 ） は 、 表 面 、 た と え ば 誘 導 体 化 さ れ た ス
ラ イ ド グ ラ ス 上 で 直 接 合 成 さ れ る 。 通 常 、 製 造 さ れ た ア レ イ は 重 複 し て お り 、 １ Ｒ Ｎ Ａ に
つ き 幾 つ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 伴 う 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 オ ル タ ー
ナ テ ィ ブ ・ ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る の に 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 た と え ば マ ス キ ン グ （ Maskos et al.、 Nuc.Acids Res.、 第 ２ ０ 巻 、 １ ６ ７ ９ － １ ６ ８
４ 頁 （ １ ９ ９ ２ ） 参 照 ） に よ る 、 マ イ ク ロ ア レ イ の 他 の 製 造 方 法 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 主
と し て 、 い か な る タ イ プ の ア レ イ で も 、 た と え ば ナ イ ロ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 膜 で の
ド ッ ト ブ ロ ッ ト （ Sambrook et al.、 “ Molecular Cloning--A Laboratory Manual” 、 第
２ 版 、 １ ～ ３ 巻 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ・ ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー
バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） 参 照 、 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る ） で も 使 用 さ れ 得 る が 、
当 業 者 が 認 め る と こ ろ に よ る と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 量 が よ り 小 さ い た め 、 非 常 に 小
さ い ア レ イ が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 標 識 プ ロ ー ブ の 生 成
　 全 お よ び ポ リ （ Ａ ） ＊ Ｒ Ｎ Ａ の 製 造 方 法 は 公 知 で あ り 、 Sambrook et al.、 前 出 に 総 括
的 に 記 載 さ れ て い る 。 一 実 施 態 様 に お い て 、 Ｒ Ｎ Ａ は 、 グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト 溶
解 、 次 い で Ｃ ｓ Ｃ ｌ 遠 心 分 離 を 用 い て 、 本 発 明 で の 興 味 の 対 象 で あ る 様 々 な タ イ プ の 細 胞
か ら 抽 出 さ れ る （ Chirgwin et al.、 Biochemistry、 第 １ ８ 巻 、 ５ ２ ９ ４ － ５ ２ ９ ９ 頁 （
１ ９ ７ ９ ） 参 照 ） 。 ポ リ （ Ａ ） ＊ Ｒ Ｎ Ａ は 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス で の 選 別 に よ り 選 択
さ れ る （ Sambrook et al.、 前 出 参 照 ） 。 興 味 の 対 象 で あ る 細 胞 に は 、 野 生 型 細 胞 、 薬 剤
曝 露 野 生 型 細 胞 、 修 飾 ／ 摂 動 細 胞 成 分 （ 複 数 も 可 ） を も つ 細 胞 、 お よ び 修 飾 ／ 摂 動 細 胞 成
分 （ 複 数 も 可 ） を も つ 薬 剤 曝 露 細 胞 が あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 、 ま た は 別 法 と し て 直 接 Ｒ Ｎ Ａ か ら オ リ ゴ ｄ Ｔ － プ ラ イ
マ ー ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 逆 転 写 に よ り 製 造 さ れ 、 両 方 と も 当 業 界 で は よ く 知 ら れ て
い る （ た と え ば 、 Klug et al.、 Methods Enzymol.、 第 １ ５ ２ 巻 、 ３ １ ６ － ３ ２ ５ 頁 （ １
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９ ８ ７ ） 参 照 ） 。 逆 転 写 は 、 検 出 可 能 標 識 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 最 も 好 ま し
く は 蛍 光 標 識 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で 実 施 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 単 離 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 標
識 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 下 に お け る ２ 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 合 成 さ れ た 標 識 ア ン
チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に 変 換 さ れ 得 る （ Lockhart et al.、 “ Expression Monitoring by Hybrid
ization to High-Density Oligonucleotide Arrays” 、 Nature Biotech.、 １ ４ 巻 、 １ ６
７ ５ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照 、 こ れ を 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る ） 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 検 出 可 能 標 識 の 不 存 在 下 で 合 成 さ れ 得 、 そ れ に 続 い て た と え
ば ビ オ チ ニ ル 化 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ま た は ｒ Ｎ Ｔ Ｐ ま た は 何 ら か の 類 似 手 段 を 組 込 み （ 例 、 Ｒ Ｎ Ａ に
ビ オ チ ン の プ ソ ラ レ ン 誘 導 体 を 光 架 橋 さ せ る ） 、 次 い で 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 例 、 フ
ィ コ エ リ ス リ ン ‐ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） ま た は 均 等 内 容 物 質 を 加 え る こ と
に よ り 標 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 使 用 す る 場 合 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 リ ッ サ ミ ン 、 フ ィ コ エ リ ス リ ン 、
ロ ー ダ ミ ン （ パ ー キ ン ・ エ ル マ ー ・ シ ー タ ス ） 、 Ｃ ｙ ２ 、 Ｃ ｙ ３ 、 Ｃ ｙ ３ .５ 、 Ｃ ｙ ５ 、
Ｃ ｙ ５ .５ 、 Ｃ ｙ ７ 、 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ Ｘ （ ア マ シ ャ ム ） な ど を 含 む 、 多 く の 適 切 な 発 蛍 光 団 が
知 ら れ て い る （ た と え ば 、 Kricka、 “ Nonisotopic DNA Probe Techniques” 、 ア カ デ ミ ッ
ク ・ プ レ ス 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ９ ２ ） 参 照 ） 。 容 易 に 識 別 さ れ 得 る よ
う に 異 な る 放 出 ス ペ ク ト ル を 有 す る 発 蛍 光 団 の 組 が 選 択 さ れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 蛍 光 標 識 以 外 の 標 識 が 使 用 さ れ る 。 た と え ば 、 放 射 性 標 識 、 ま た は
異 な る 放 出 ス ペ ク ト ル を 有 す る 放 射 性 標 識 の 組 が 使 用 さ れ 得 る （ Zhao et al.、 “ High De
nsity cDNA Filter Analysis： A Novel Approach for Large-Scale， Quantitative Analy
sis of Gene Expression” 、 Gene、 第 １ ５ ６ 巻 、 ２ ０ ７ 頁 （ １ ９ ９ ５ ） ； Pietu et al.、
“ Novel Gene Transcripts Preferentially Expressed in Human Muscles Revealed by Q
uantitative Hybridization of a High Density cDNA Array” 、 Genome Res.、 ６ 巻 、 ４
９ ２ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照 ） 。 し か し な が ら 、 放 射 性 粒 子 が 散 乱 す る こ と か ら 広 い 空 間 を お
い た 結 合 部 位 が 必 要 と さ れ る た め 、 放 射 性 同 位 元 素 の 使 用 は そ れ ほ ど 好 ま し く な い 実 施 態
様 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 ０ .５ ｍ Ｍ の ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ａ Ｔ Ｐ お よ び ｄ Ｃ Ｔ Ｐ ＋ ０ .１ ｍ Ｍ の ｄ Ｔ Ｔ
ｐ ＋ 蛍 光 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 ０ .１ ｍ Ｍ の ロ ー ダ ミ ン １ １ ０ Ｕ Ｔ Ｐ （ パ ー キ
ン ・ エ ル マ ー ・ シ ー タ ス ） ま た は ０ .１ ｍ Ｍ の Ｃ ｙ ３  ｄ Ｕ Ｔ Ｐ （ ア マ シ ャ ム ） ） を 含 む 混
合 物 を 逆 転 写 酵 素 （ 例 、 　 （ 商 標 ） Ｉ Ｉ 、 Ｌ Ｔ Ｉ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド ） と ４ ２ ℃ で ６ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 は 、 プ ロ ー ブ が 特 異 的 ア レ イ 部 位 へ 「 特 異
的 に 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 す る よ う に 、 す な わ ち 、 プ ロ ー ブ
が 相 補 的 核 酸 配 列 を 有 す る 配 列 ア レ イ 部 位 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 二 重 ら せ ん 形 成 ま
た は 結 合 す る が 、 非 相 補 的 核 酸 配 列 を 有 す る 部 位 と は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し な い よ う
に 選 択 さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る と こ ろ に よ る と 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 方 が
２ ５ 塩 基 未 満 ま た は そ れ に 等 し い 場 合 に 標 準 塩 基 対 合 規 則 を 用 い る こ と に よ り 誤 対 合 が 存
在 し な い か 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い 方 が ２ ５ 塩 基 よ り 長 い 場 合 に 誤 対 合 が ５ ％ 以
下 で あ る と き 、 一 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は も う 一 方 と 相 補 的 で あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し
く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 完 全 に 相 補 的 で あ る （ 誤 対 合 無 し ） 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 が 、 陰 性 対 照 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 検 定 法 を 実 施 す る こ と に よ り 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を も た ら す こ と は 容 易 に 立 証 さ れ 得 る （ 例 、 Shalon et al.、
前 出 お よ び Chee et al.、 前 出 参 照 ） 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 最 適 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 標 識 プ ロ ー ブ お よ び 固 定 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
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は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ （ 例 、 オ リ ゴ マ ー 対 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ＞ ２ ０ ０ 塩 基 ） お よ び
タ イ プ （ 例 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｎ Ａ ） に よ り 異 な る 。 核 酸 に つ い て の 特 異 的 （ す な わ ち
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に つ い て の 一 般 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 Sa
mbrook et al.、 前 出 、 お よ び Ausubel et al.、 “ Current Protocols in Molecular Biol
ogy” 、 グ リ ー ン ・ パ ブ リ ッ シ ン グ ・ ア ン ド ・ ワ イ リ ー ‐ イ ン タ ー サ イ エ ン ス 、 ニ ュ ー ヨ
ー ク （ １ ９ ８ ７ ） に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら に つ い て は 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。 Shena 
et al.の ｃ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る と き 、 典 型 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は
、 ６ ５ ℃ で ４ 時 間 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 緩 衝 液 （ １ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） 中 ２ ５ ℃ 、 次 い で 高 ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 緩 衝 液 （ ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ ＋ ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） 中 ２ ５ ℃ で １ ０ 分 間 洗 浄 で あ
る （ Shena et al.、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 第 ９ ３ 巻 、 １ ０ ６ １ ４ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照
） 。 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は ま た 、 た と え ば Tijessen、 “ Hybridization wi
th Nucleic Acid Probes” 、 エ ル ス ヴ ィ ア ・ サ イ エ ン ス ・ パ ブ リ ッ シ ャ ー ズ B.V.お よ び Kr
icka（ １ ９ ９ ３ ） ； “ Nonisotopic DNA Probe Techniques” 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 、 サ
ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ９ ２ ） に も 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 シ グ ナ ル 検 出 お よ び デ ー タ 解 析
　 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 使 用 す る と き 、 転 写 物 ア レ イ の 各 部 位 で の 蛍 光 放 出 は 、 好 ま し く は
共 焦 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 走 査 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 一 実 施 態 様 で は 、 適 切 な 励 起 線 を 用 い る 別
々 の 走 査 を 、 使 用 さ れ て い る ２ 種 の 発 蛍 光 団 の 各 々 に つ い て 実 施 す る 。 別 法 と し て 、 使 用
さ れ て い る 発 蛍 光 団 に 特 異 的 な 波 長 で の 試 料 照 明 を 可 能 に す る レ ー ザ ー が 使 用 さ れ 得 、 発
蛍 光 団 か ら の 放 射 が 分 析 さ れ 得 る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 式 Ｘ － Ｙ
載 物 台 お よ び 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ を 備 え た レ ー ザ ー 式 蛍 光 ス キ ャ ナ ー で ア レ イ を 走 査 す る 。
発 蛍 光 団 の 連 続 励 起 は 、 多 重 線 混 合 ガ ス レ ー ザ ー に よ り 達 成 さ れ 、 放 射 光 は 波 長 に よ り 分
解 さ れ 、 光 電 子 増 倍 管 で 検 出 さ れ る 。 蛍 光 レ ー ザ ー 走 査 装 置 は 、 Schena et al.、 Genome 
Res.、 第 ６ 巻 、 ６ ３ ９ － ６ ４ ５ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） お よ び そ こ に 引 用 さ れ て い る 他 の 参 考 文 献
に 記 載 さ れ て い る 。 別 法 と し て 、 Ferguson et al.、 Nature Biotech.、 第 １ ４ 巻 、 １ ６ ８
１ － １ ６ ８ ４ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） に よ り 報 告 さ れ た 光 フ ァ イ バ ー 束 が 、 多 数 の 部 位 に お け る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 シ グ ナ ル を 記 録 し 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 た と え ば １ ２ ビ ッ ト の ア ナ ロ グ 対 デ ジ タ ル
ボ ー ド を 用 い て コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 分 析 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 走 査 画 像 を 、 グ ラ フ ィ
ッ ク プ ロ グ ラ ム （ 例 、 ハ イ ジ ャ ー ク ・ グ ラ フ ィ ッ ク ス 総 合 ソ フ ト ウ ェ ア ） を 用 い て デ ス ペ
ッ ク ル し 、 次 い で 各 部 位 に お け る 各 波 長 で の 平 均 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス プ レ ッ ド シ
ー ト を 作 製 す る 画 像 グ リ ッ ド プ ロ グ ラ ム を 用 い て 解 析 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 ア ギ レ ン ト ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ の ジ ー ン ア レ イ （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ａ Ｒ Ｒ Ａ Ｙ 、 商 標 ） ス キ ャ ナ ー
は 、 ベ ン チ ト ッ プ 式 ４ ８ ８ ｎ Ｍ ア ル ゴ ン ‐ イ オ ン ‐ レ ー ザ ー に 基 く 分 析 装 置 で あ る 。 レ ー
ザ ー は 、 ４ ミ ク ロ ン 未 満 の ス ポ ッ ト サ イ ズ に 集 束 さ れ 得 る 。 こ の 精 度 に よ り 、 ２ ０ ミ ク ロ
ン ほ ど の 小 さ い プ ロ ー ブ セ ル で の プ ロ ー ブ ア レ イ の 走 査 が 可 能 と な る 。 レ ー ザ ー ビ ー ム は
プ ロ ー ブ ア レ イ に 集 束 し 、 蛍 光 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 励 起 さ せ る 。 次 い で 、 検 定 に 使 用 さ れ
て い る 色 素 用 に 選 択 さ れ た フ ィ ル タ ー を 用 い て 走 査 を 行 う 。 直 交 座 標 で の 走 査 は 、 プ ロ ー
ブ ア レ イ を 動 か す こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 レ ー ザ ー 放 射 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 料
中 に 組 込 ま れ た 色 素 分 子 に よ り 吸 収 さ れ 、 そ こ か ら 蛍 光 放 射 線 を 放 出 さ せ る 。 こ の 蛍 光 光
線 を レ ン ズ に よ り 平 行 に し 、 波 長 選 択 用 フ ィ ル タ ー に 通 す 。 次 い で 、 光 を 第 二 レ ン ズ に よ
り 奥 行 弁 別 用 開 口 に 集 束 さ せ 、 次 い で 高 感 度 光 電 子 増 倍 管 （ Ｐ Ｍ Ｔ ） に よ り 検 出 す る 。 Ｐ
Ｍ Ｔ の 出 力 電 流 を ア ナ ロ グ 対 デ ジ タ ル 変 換 器 （ Ａ Ｄ Ｃ ） に よ り 読 み 取 ら れ た 電 圧 に 変 換 し
、 処 理 デ ー タ を 試 料 ポ イ ン ト の 蛍 光 強 度 レ ベ ル と し て 、 ま た は 現 在 走 査 さ れ て い る 画 素 （
ピ ク セ ル ） を コ ン ピ ュ ー タ ー に 戻 す 。 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 走 査 の 進 行 に 伴 い デ ー タ を 画 像
と し て 示 す 。 さ ら に 、 試 料 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 表 す 、 全 試 料 の 蛍 光 強 度 レ ベ ル を コ ン ピ
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ュ ー タ ー 読 取 可 能 フ ォ ー マ ッ ト で 記 録 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 必 要 な 場 合 、 ２ 蛍 光 団 に 関 す る チ ャ ネ ル 間 の 「 ク ロ ス ト ー ク 」 （ ま た は 重 複 ） に つ い て
実 験 的 に 決 定 さ れ た 補 正 が 為 さ れ 得 る 。 転 写 物 ア レ イ に お け る 特 定 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 部 位 に つ い て は 、 ２ 種 の 発 蛍 光 団 の 放 射 の 割 合 が 計 算 さ れ 得 る 。 こ の 割 合 は 、 同 族 体 遺
伝 子 の 絶 対 発 現 レ ベ ル と は 関 係 無 い が 、 薬 剤 投 与 、 遺 伝 子 欠 失 ま た は 他 の 何 ら か の 試 験 事
象 に よ り 発 現 が 著 し く 調 節 さ れ る 遺 伝 子 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 好 ま し く は 、 陽 性 ま た は 陰 性 と し て の 摂 動 の 同 定 に 加 え て 、 摂 動 の 大 き さ を 測 定 す る こ
と が 有 利 で あ る 。 こ れ は 、 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 で き る 方 法 に よ り 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 他 の 転 写 状 態 測 定 方 法
　 細 胞 の 転 写 状 態 は 、 当 業 界 で 公 知 の 他 の 遺 伝 子 発 現 技 術 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。 幾 つ か の
上 記 技 術 は 、 電 気 泳 動 分 析 用 の コ ン プ レ キ シ テ ィ ー が 限 ら れ た 制 限 フ ラ グ メ ン ト の プ ー ル
を 製 造 す る も の で 、 た と え ば 二 重 制 限 酵 素 消 化 を フ ェ ー ジ ン グ プ ラ イ マ ー と 組 合 わ せ る 方
法 （ た と え ば 、 Zabeau et al.に よ る １ ９ ９ ２ 年 ９ 月 ２ ４ 日 付 の 欧 州 特 許 第 ０ ５ ３ ４ ８ ５
８ Ａ １ 号 参 照 ） 、 ま た は 特 定 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 末 端 に 最 も 近 い 部 位 を も つ 制 限 フ ラ グ メ ン ト
を 選 択 す る 方 法 （ た と え ば 、 Prashar et al.、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 第 ９ ３ 巻 、 ６ ５
９ － ６ ６ ３ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） 参 照 ） が あ る 。 他 の 方 法 で は 、 た と え ば 多 重 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 に
お い て 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る の に 十 分 な 塩 基 （ 例 、 ２ ０ ～ ５ ０ 塩 基 ） を 配 列 決 定 す る こ と
に よ り 、 ま た は 特 定 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 末 端 （ た と え ば 、 Velculescu、 Science、 第 ２ ７ ０ 巻
、 ４ ８ ４ － ４ ８ ７ 頁 （ １ ９ ９ ５ ） 参 照 ） 経 路 パ タ ー ン に 関 し て 既 知 の 位 置 で 生 成 さ れ る 短
い 標 識 （ 例 、 ９ ～ １ ０ 塩 基 ） を 配 列 決 定 す る こ と に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル を 統 計 的 に サ ン プ
リ ン グ す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 他 の 局 面 の 測 定
　 本 発 明 の 様 々 な 実 施 態 様 に お い て 、 転 写 状 態 以 外 の 生 物 学 的 状 態 、 た と え ば 翻 訳 状 態 、
活 性 状 態 の 局 面 ま た は 混 合 局 面 を 測 定 す る こ と に よ り 、 薬 剤 お よ び 経 路 応 答 が 得 ら れ る 。
こ れ ら の 実 施 態 様 の 詳 細 は こ の 節 で 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 翻 訳 状 態 測 定
　 遺 伝 子 （ 複 数 も 可 ） に よ り コ ー ド 化 さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 検 出 可 能 標 識 さ れ て い
る か 、 ま た は 後 続 的 に 標 識 さ れ 得 る プ ロ ー ブ に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 プ ロ ー ブ は
、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 抗 体 」 の 語 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 ヒ ト 化 ま た は キ メ ラ 抗 体 お よ び タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 結 合 に 十 分 な 生 物 学
的 機 能 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 開 示 さ れ た 遺 伝 子 の 一 つ に よ り コ ー ド 化 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の を 産 生 さ せ る
た め に 、 様 々 な 宿 主 動 物 を 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 一 部 分 で の 注 射 に よ り 免 疫 化 し 得
る 。 上 記 宿 主 動 物 は 、 少 し 例 を 挙 げ れ ば ウ サ ギ 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を 含 み 得 る が 、 こ れ
ら に 限 定 は さ れ な い 。 免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る た め に 、 宿 主 の 種 に よ っ て 異 な る 様 々 な ア ジ
ュ バ ン ト が 使 用 さ れ 得 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 フ ロ イ ン ト （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） ア ジ
ュ バ ン ト 、 鉱 物 ゲ ル 、 た と え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 表 面 活 性 物 質 、 た と え ば リ ソ レ シ チ
ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル
リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル お よ び 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト 、
た と え ば Ｂ Ｃ Ｇ （ カ ル メ ッ テ ‐ ゲ ラ ン 菌 ） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ブ ム （ Coryne
bacterium parvum） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
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　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 、 た と え ば 標 的 遺 伝 子 産 物 ま た は そ の 抗 原 性 機 能 性 誘 導 体
で 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 血 清 か ら 誘 導 さ れ た 抗 体 分 子 の 異 種 集 団 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 さ せ る た め 、 宿 主 動 物 、 た と え ば 上 記 の も の を 、 同 じ く 上 記 ア ジ ュ バ ン ト を 補 足
し た 、 コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 一 部 分 で の 注 射 に よ り 免 疫 化 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 特 定 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 同 種 集 団 で あ る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ） は 、 培 養 中 の
連 続 セ ル ラ イ ン に よ る 抗 体 分 子 製 造 を も た ら す 技 術 に よ り 得 ら れ る 。 こ れ ら の 例 と し て は
以 下 の も の が あ る が 限 定 は さ れ な い ： Kohler et al.、 Nature、 第 ２ ５ ６ 巻 、 ４ ９ ５ － ４
９ ７ 頁 （ １ ９ ７ ５ ） お よ び 米 国 特 許 第 ４ ３ ７ ６ １ １ ０ 号 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 Kosbor e
t al.、 Immunol.Today、 第 ４ 巻 、 ７ ２ 頁 （ １ ９ ８ ３ ） ； Cole et al.、 Proc.Natl.Acad.Sc
i.USA、 第 ８ ０ 巻 、 ２ ０ ２ ６ － ２ ０ ３ ０ 頁 （ １ ９ ８ ３ ） の ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術
お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 Cole et al.、 Monoclonal Antibodies and Cancer 
Ther.、 Alan R.Liss,イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド 、 ７ ７ － ９ ６ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） 。 上 記 抗 体 は 、
Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス お よ び そ の サ ブ ク
ラ ス に 属 し 得 る 。 本 発 明 の ｍ Ａ ｂ 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 培
養 さ れ 得 る 。 高 力 価 の ｍ Ａ ｂ を イ ン ビ ボ 産 生 す る た め 、 現 時 点 で こ れ は 好 ま し い 製 造 方 法
と な っ て い る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 生 物 活 性 の ヒ ト 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 と 一 緒 に 適 切 な 抗 原 特 異 性 の マ ウ
ス 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 製 造 用 に 開
発 さ れ た 技 術 が 使 用 さ れ 得 る 、 Morrison et al.、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 第 ８ １ 巻 、
６ ８ ５ １ － ６ ８ ５ ５ 頁 （ １ ９ ８ ４ ） ； Neuberger et al.、 Nature、 第 ３ １ ２ 巻 、 ６ ０ ４ －
６ ０ ８ 頁 （ １ ９ ８ ４ ） ； Takeda et al.、 Nature、 第 ３ １ ４ 巻 、 ４ ５ ２ － ４ ５ ４ 頁 （ １ ９
８ ５ ） 。 キ メ ラ 抗 体 は 、 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 か ら 誘 導 さ れ て い る 分 子 、 た と え ば ネ
ズ ミ ｍ Ａ ｂ か ら 誘 導 さ れ た 可 変 ま た は 超 可 変 域 お よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 域 を 有 す る
も の で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 別 法 と し て 、 １ 本 鎖 抗 体 の 製 造 に つ い て 報 告 さ れ た 技 術 （ 米 国 特 許 第 ４ ９ ４ ６ ７ ７ ８ 号
、 Bird、 Science、 第 ２ ４ ２ 巻 、 ４ ２ ３ － ４ ２ ６ 頁 （ １ ９ ８ ８ ） ； Huston et al.、 Proc.N
atl.Acad.Sci.USA、 第 ８ ５ 巻 、 ５ ８ ７ ９ － ５ ８ ８ ３ 頁 （ １ ９ ８ ８ ） ； お よ び Ward et al.
、 Nature、 第 ３ ３ ４ 巻 、 ５ ４ ４ － ５ ４ ６ 頁 （ １ ９ ８ ９ ） ） を 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 差 次
的 発 現 遺 伝 子 １ 本 鎖 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。 １ 本 鎖 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 架 橋 を 介 し て
Ｆ ｖ 領 域 の 重 お よ び 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 連 結 し て 、 １ 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ さ せ る こ と
に よ り 形 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 の 製 造 に 有 用 な 技 術 を 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 タ ン
パ ク 質 、 そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 を 製 造 し 得 る 。 上 記 技 術 は 、 米 国 特
許 第 ５ ９ ３ ２ ４ ４ ８ 、 ５ ６ ９ ３ ７ ６ ２ 、 ５ ６ ９ ３ ７ ６ １ 、 ５ ５ ８ ５ ０ ８ ９ 、 ５ ５ ３ ０ １ ０
１ 、 ５ ５ ６ ９ ８ ２ ５ 、 ５ ６ ２ ５ １ ２ ６ 、 ５ ６ ３ ３ ４ ２ ５ 、 ５ ７ ８ ９ ６ ５ ０ 、 ５ ６ ６ １ ０ １
６ お よ び ５ ７ ７ ０ ４ ２ ９ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 公 知 技 術 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 た と
え ば 、 上 記 フ ラ グ メ ン ト に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ り 製 造 さ れ 得 る Ｆ （ ａ ｂ '） ２

フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ （ ａ ｂ '） ２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ
り 生 成 さ れ 得 る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 別 法 と し て 、 Ｆ
ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と に よ り （ Huse et al.、 Science、 第 ２ ４ ６ 巻 、 １ ２
７ ５ － １ ２ ８ １ 頁 （ １ ９ ８ ９ ） ） 、 所 望 の 特 異 性 を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン
ト の 迅 速 で 容 易 な 同 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 次 い で 、 既 知 タ ン パ ク 質 が 試 料 中 で 発 現 さ れ る 程 度 を 、 上 記 抗 体 を 利 用 す る イ ム ノ ア ッ
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セ イ 法 に よ り 測 定 す る 。 上 記 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に は 、 ド ッ ト ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 タ ン パ ク 質 結 合 検 定 法 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ
ン ト 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 法 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） お よ び
一 般 的 に 使 用 さ れ 、 科 学 お よ び 特 許 文 献 に 広 く 記 載 さ れ て い る 他 の 方 法 が あ り 、 多 く は 商
業 的 に 使 用 さ れ て い る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 検 出 の 容 易 さ に つ い て 特 に 好 ま し い の は 、 若 干 の 変 異 型 が 存 在 す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ で あ り 、 こ れ ら も 全 て 本 発 明 に 包 含 さ れ る も の と す る 。 た と え ば 、 典 型 的 フ ォ ワ ー ド
検 定 法 で は 、 非 標 識 抗 体 を 固 体 基 質 に 固 定 化 し 、 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 試 験 す
べ き 試 料 を 結 合 分 子 と 接 触 さ せ 、 抗 体 ‐ 抗 原 ２ 成 分 複 合 体 を 形 成 さ せ る の に 十 分 な 期 間 を
お く 。 次 に こ の 時 点 で 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 誘 導 し 得 る リ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た 第 二 抗
体 を 加 え 、 抗 体 － 抗 原 － 標 識 抗 体 の ３ 成 分 複 合 体 を 形 成 さ せ る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る 。 未 反 応 物 質 が あ れ ば 洗 い 流 し 、 抗 原 の 存 在 を シ グ ナ ル の 観 察 に よ り 測 定 す
る か 、 ま た は 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 対 照 試 料 と 比 較 す る こ と に よ り 定 量 し 得 る 。 フ ォ ワ ー ド
検 定 法 に 関 す る 変 異 型 に は 、 試 料 お よ び 抗 体 の 両 方 を 同 時 に 結 合 抗 体 に 加 え る 同 時 検 定 法
、 ま た は 標 識 抗 体 お よ び 検 定 す べ き 試 料 を ま ず 合 わ せ 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 非 標 識 表
面 結 合 抗 体 に 加 え る リ バ ー ス 検 定 法 が あ る 。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て お り
、 僅 か な 変 化 の 可 能 性 は 一 目 瞭 然 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 サ ン ド イ ッ チ 検 定
法 」 は 、 基 本 的 ２ サ イ ト 技 術 に 関 す る 変 形 を 全 て 包 含 す る も の と す る 。 本 発 明 の イ ム ノ ア
ッ セ イ の 場 合 、 唯 一 の 制 限 因 子 は 、 標 識 抗 体 が 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に よ り 発 現 さ れ る
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 で な く て は な ら な い こ と で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 こ の タ イ プ の 検 定 法 に お い て 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る リ ポ ー タ ー 分 子 は 、 酵 素 、 発 蛍 光
団 ま た は 放 射 性 核 種 含 有 分 子 で あ る 。 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 、 通 常 グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 に よ り 酵 素 を 第 二 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。 し か し な が ら 、 容 易 に
認 め ら れ る よ う に 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 広 く 多 様 な 種 々 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 存
在 す る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 に は 、 特 に ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル
コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ベ ー タ ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ が あ る
。 特 異 的 酵 素 に つ い て 使 用 さ れ る 基 質 は 、 一 般 的 に 対 応 す る 酵 素 に よ る 加 水 分 解 時 、 検 出
可 能 な 色 の 変 化 を 生 じ さ せ る よ う に 選 択 さ れ る 。 た と え ば 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 は
、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と の 使 用 に 適 切 で あ る 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ
ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て は 、 １ ,２ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ま た は ト ル イ ジ ン が 一 般 的 に 使 用
さ れ る 。 ま た 、 上 記 色 素 原 基 質 で は な く 蛍 光 生 成 物 を 生 じ る 、 蛍 光 原 基 質 を 使 用 す る こ と
も 可 能 で あ る 。 次 い で 、 適 切 な 基 質 を 含 む 溶 液 を ３ 成 分 複 合 体 に 加 え る 。 基 質 は 、 第 二 抗
体 に 結 合 さ れ た 酵 素 と 反 応 し て 定 性 視 覚 的 シ グ ナ ル を 生 じ 、 こ れ を さ ら に 通 常 は 分 光 光 度
計 で 定 量 す る こ と に よ り 、 血 清 試 料 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 量 を 評 価 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 別 法 と し て 、 蛍 光 性 化 合 物 、 た と え ば フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン は 、 結 合 能 力 を
改 変 す る こ と 無 く 、 抗 体 へ 化 学 的 に カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る 。 特 定 波 長 の 光 線 で の 照 明 に よ
り 活 性 化 さ れ る と 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 、 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 分 子 に お い て 励 起 状 態
を 誘 導 し た 後 、 特 徴 的 な 長 い 波 長 で 光 線 を 放 射 す る 。 放 射 は 、 光 学 顕 微 鏡 に よ り 視 覚 的 に
検 出 で き る 特 徴 的 な 色 と し て 現 れ る 。 免 疫 蛍 光 お よ び Ｅ Ｉ Ａ 技 術 は 両 方 と も 当 業 界 で は 十
分 に 確 立 さ れ て お り 、 本 方 法 に と っ て は 特 に 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 他 の リ ポ ー タ ー 分
子 、 た と え ば 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 発 光 ま た は 生 物 発 光 分 子 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 要 求 さ
れ る 用 途 に 適 合 さ せ る た め 手 順 を ど う 変 え る べ き か は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 分 か る は ず
で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 翻 訳 状 態 の 測 定 は ま た 、 幾 つ か の 追 加 的 方 法 に し た が っ て 実 施 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 タ
ン パ ク 質 の 全 ゲ ノ ム モ ニ タ リ ン グ （ す な わ ち 、 「 プ ロ テ オ ー ム 」 、 Goffeau et al.、 前 出
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） は 、 結 合 部 位 が 、 細 胞 ゲ ノ ム に よ り コ ー ド 化 さ れ る 複 数 の タ ン パ ク 質 種 に 特 異 的 な 、 固
定 化 さ れ た 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ を 構 築 す る こ と に よ り 実
施 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 の 実 質 的 フ ラ ク シ ョ ン 、 ま た は 少
な く と も 興 味 の 対 象 で あ る 生 物 学 的 ネ ッ ト ワ ー ク モ デ ル を 試 験 ま た は 確 認 す る こ と に 関 連
し た タ ン パ ク 質 に 関 し て 存 在 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 は よ く 知 ら れ て い る （
た と え ば 、 Harlow et al.、 “ Antibodies: A Laboratory Manual” 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ
ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ８ ） 参 照 、 こ れ を 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る ） 。 好 ま し い
一 実 施 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 細 胞 の ゲ ノ ム 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 合
成 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 産 生 さ れ る 。 か か る 抗 体 ア レ イ の 場 合 、 細 胞 か ら の タ ン
パ ク 質 を ア レ イ と 接 触 さ せ 、 そ れ ら の 結 合 を 当 業 界 で 公 知 の 検 定 法 に よ り 検 定 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 別 法 と し て 、 タ ン パ ク 質 は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 シ ス テ ム に よ り 分 離 さ れ 得 る 。 二 次 元
ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 典 型 的 に は 第 一 次 元 に 沿 っ た 等 電 点 フ ォ ー カ シ
ン グ 、 次 い で 第 二 次 元 に 沿 っ た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 電 気 泳 動 を 含 む （ た と え ば 、 Hames et a
l.、 “ Gel Electrophoresis of Proteins: A Practical Approach” 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ニ
ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ９ ０ ） ； Shevchenko et al.、 Proc.Nat'l Acad.Sci.USA、 第 ９ ３ 巻 、 １
４ ４ ０ － １ ４ ４ ５ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） ； Sagliocco et al.、 Yeast、 第 １ ２ 巻 、 １ ５ １ ９ － １
５ ３ ３ 頁 （ １ ９ ９ ６ ） ； Lander、 Science、 第 ２ ７ ４ 巻 、 ５ ３ ６ － ５ ３ ９ 頁 （ １ ９ ９ ６ ）
参 照 ） 。 得 ら れ た 電 気 泳 動 図 は 、 質 量 分 析 技 術 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び 内 部 お よ び Ｎ － 末
端 マ イ ク ロ ‐ シ ー ケ ン シ ン グ を 含 む 、 多 様 な 技 術 に よ り 分 析 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 技 術 を 用
い る と 、 薬 剤 に 曝 露 さ れ た 細 胞 で （ 例 、 酵 母 で ） 、 ま た は た と え ば 特 異 的 遺 伝 子 の 欠 失 ま
た は 過 剰 発 現 に よ り 修 飾 さ れ た 細 胞 で の 、 所 定 の 生 理 学 的 条 件 下 で 製 造 さ れ た 全 タ ン パ ク
質 の 実 質 的 フ ラ ク シ ョ ン を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 生 物 学 的 状 態 の 他 の 局 面 に 基 づ い た 実 施 態 様
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 以 外 の 細 胞 成 分 の モ ニ タ リ ン グ は 、 現 時 点 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ の モ ニ タ リ ン グ で
は 遭 遇 し な か っ た あ る 種 の 技 術 的 な 難 し さ を 呈 す る が 、 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 方 法 の 使
用 に よ り 、 細 胞 機 能 の 特 性 検 定 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 の 活 性 が 測 定 さ れ 得 、 本 発 明 の 実 施
態 様 は 上 記 測 定 結 果 に 基 き 得 る こ と は 容 易 に 理 解 で き る は ず で あ る 。 活 性 測 定 は 、 特 性 検
定 さ れ て い る 特 定 活 性 に 適 切 な 機 能 的 、 生 化 学 的 ま た は 物 理 的 手 段 に よ り 実 施 さ れ 得 る 。
活 性 が 化 学 変 換 を 伴 う 場 合 、 細 胞 タ ン パ ク 質 を 天 然 基 質 と 接 触 さ せ 、 変 換 速 度 を 測 定 し 得
る 。 活 性 が 多 量 体 単 位 で の 会 合 、 た と え ば Ｄ Ｎ Ａ と 活 性 化 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 複 合 体 の 会 合 を 伴 う
場 合 、 会 合 タ ン パ ク 質 ま た は 会 合 の 二 次 的 結 果 の 量 、 た と え ば 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 が
測 定 さ れ 得 る 。 ま た 、 た と え ば 細 胞 周 期 制 御 の よ う に 機 能 的 活 性 の み が 判 明 し て い る 場 合
、 機 能 の 達 成 能 が 観 察 さ れ 得 る 。 既 知 で あ り 、 測 定 は さ れ て い る が 、 タ ン パ ク 質 活 性 の 変
化 が 、 上 記 本 発 明 方 法 に よ り 解 析 さ れ る 応 答 デ ー タ を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 別 の 非 限 定 的 な 実 施 態 様 で は 、 応 答 デ ー タ は 、 細 胞 の 生 物 学 的 状 態 の 混 合 局 面 に よ り 形
成 さ れ 得 る 。 応 答 デ ー タ は 、 た と え ば あ る 種 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 存 在 量 に お け る 変 化 、 あ る 種 の タ
ン パ ク 質 存 在 量 の 変 化 、 お よ び あ る 種 の タ ン パ ク 質 活 性 の 変 化 か ら 構 築 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー 履 行
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 以 前 の 方 法 の コ ン ピ ュ ー タ ー 操 作 を 一 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム
ま た は 一 ま た は そ れ 以 上 の ネ ッ ト ワ ー ク 化 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム で 履 行 す る こ と に よ り
、 生 物 系 の モ デ ル を 形 成 し 、 試 験 す る こ と が 強 力 か つ 好 都 合 で 容 易 な も の に な っ て い る 。
コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 内 部 コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 み 、 外 部 コ ン ポ ー ネ ン ト に リ ン ク さ
れ て い る 単 一 ハ ー ド ウ ェ ア プ ラ ッ ト ホ ー ム で あ り 得 る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の 内
部 コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 メ イ ン メ モ リ ー と 相 互 連 結 し た プ ロ セ ッ サ ー エ レ メ ン ト を 含 む 。 た
と え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 ク ロ ッ ク レ ー ト が ２ ０ ０ Ｍ ｈ ｚ ま た は そ れ よ り 大 き
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く 、 メ イ ン メ モ リ ー が ３ ２ Ｍ Ｂ ま た は そ れ 以 上 の イ ン テ ル ・ ペ ン テ ィ ア ム （ Intel Pentiu
m） （ 登 録 商 標 ） ベ ー ス の プ ロ セ ッ サ ー で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 外 部 コ ン ポ ー ネ ン ト は 大 容 量 デ ー タ 記 憶 を 含 む 。 こ の 大 容 量 記 憶 は 、 一 ま た は そ れ 以 上
の ハ ー ド デ ィ ス ク （ 典 型 的 に は プ ロ セ ッ サ ー お よ び メ モ リ ー と 一 緒 に パ ッ ケ ー ジ さ れ て い
る ） で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 上 記 ハ ー ド デ ィ ス ク は 、 少 な く と も １ Ｇ Ｂ の 記 憶 容 量 を 提
供 す る 。 他 の 外 部 コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 「 マ ウ ス 」 ま た は 他 の グ ラ フ ィ ッ ク 入 力 装 置 で あ り
得 る 位 置 指 示 装 置 と 一 緒 に 、 モ ニ タ ー お よ び キ ー ボ ー ド で あ り 得 る ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ
ー ス 装 置 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は ま た 、 他 の ロ ー カ ル コ ン ピ ュ ー
タ ー シ ス テ ム 、 リ ポ ー ト コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム ま た は 広 域 通 信 ネ ッ ト ワ ー ク 、 た と え ば
イ ン タ ー ネ ッ ト と リ ン ク さ れ て い る 。 こ の ネ ッ ト ワ ー ク リ ン ク に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ
ス テ ム は 他 の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム と デ ー タ お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ タ ス ク を 共 有 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 当 業 界 で は 標 準 的 で あ る と 同 時 に 本 発 明 に 特 殊 な も の で あ る 幾 つ か の ソ フ ト ウ ェ ア コ ン
ポ ー ネ ン ト は 、 こ の シ ス テ ム の 作 動 中 に メ モ リ ー へ ロ ー デ ィ ン グ さ れ る 。 こ れ ら の ソ フ ト
ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 集 合 的 に 本 発 明 用 法 に し た が っ て コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 機
能 さ せ 得 る 。 こ れ ら の ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 典 型 的 に は 大 容 量 記 憶 装 置 に 記 憶
さ れ て い る 。 別 法 と し て 、 ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 除 去 可 能 な 媒 体 、 た と え ば フ
ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ （ 説 明 さ れ ず ） に お い て 記 憶 さ れ 得 る
。 ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の 管 理 お よ び そ の ネ ッ ト ワ ー
ク 相 互 連 結 を 担 う オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム を 示 す 。 こ の オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム は 、
た と え ば マ イ ク ロ ソ フ ト 社 の Ｗ ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ ｓ （ 登 録 商 標 ） フ ァ ミ リ ー の も の 、 た と え ば Ｗ
ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ ｓ  ９ ５ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｗ ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ ｓ  ９ ８ （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｗ ｉ ｎ ｄ ｏ ｗ
ｓ  Ｎ Ｔ （ 登 録 商 標 ） 、 ま た は ユ ニ ッ ク ス （ Unix） （ 登 録 商 標 ） オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ
ム 、 た と え ば サ ン ・ ソ ラ リ ス （ Sun Solaris） で あ り 得 る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 好 都 合 に は
こ の シ ス テ ム に 存 在 す る 共 通 言 語 お よ び 機 能 を 含 み 、 本 発 明 に 特 異 的 で あ る 方 法 を 履 行 す
る プ ロ グ ラ ム を 助 け る 。 本 発 明 の 解 析 方 法 を プ ロ グ ラ ム す る の に 使 用 さ れ 得 る 言 語 に は 、
Ｃ 、 Ｃ ＋ ＋ ま た は 、 そ れ ほ ど 好 ま し く は な い が Ｊ Ａ Ｖ Ａ （ 登 録 商 標 ） が あ る 。 最 も 好 ま し
く は 、 本 発 明 方 法 は 数 学 的 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ で プ ロ グ ラ ム さ れ 、 そ れ ら を 用 い る と
、 等 式 の 記 号 入 力 お よ び 使 用 す べ き ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 高 レ ベ ル 仕 様 の 処 理 手 続 が 可 能 と
な る た め 、 ユ ー ザ ー は 個 々 の 等 式 ま た は ア ル ゴ リ ズ ム を 手 続 上 プ ロ グ ラ ム す る 必 要 性 か ら
解 放 さ れ る 。 上 記 パ ッ ケ ー ジ に は 、 た と え ば マ ス ワ ー ク ス （ ナ テ ィ ッ ク 、 マ サ チ ュ ー セ ッ
ツ ） 製 の Ｍ Ａ Ｔ Ｌ Ａ Ｂ （ 商 標 ） 、 ウ ォ ル フ ラ ム ・ リ サ ー チ （ シ ャ ン ペ イ ン 、 イ リ ノ イ ） 製
の Ｍ Ａ Ｔ Ｈ Ｅ Ｍ Ａ Ｔ Ｉ Ｃ Ａ （ 商 標 ） お よ び マ ス ソ フ ト （ ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ
） 製 の Ｍ Ａ Ｔ Ｈ Ｃ Ａ Ｄ （ 商 標 ） が あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト は 、 実 際 に 互 い に 相 互 作
用 す る 別 々 の ソ フ ト ウ ェ ア コ ン ポ ー ネ ン ト を 含 む 。 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 シ ス テ ム の 操 作
に 必 要 な デ ー タ を 全 て 含 む デ ー タ ベ ー ス を 表 す 。 上 記 デ ー タ は 、 一 般 的 に は 、 当 業 者 に は
明 白 な も の で あ る 、 先 行 実 験 の 結 果 、 ゲ ノ ム デ ー タ 、 実 験 手 順 お よ び 費 用 、 お よ び 他 の 情
報 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 本 発 明 の 解 析 方 法
を 実 行 す る 一 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ グ ラ ム を 含 む デ ー タ 整 理 お よ び 計 算 コ ン ポ ー ネ ン ト を
含 む 。 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア は ま た 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム の ユ ー ザ ー に 試 験 ネ ッ ト ワ ー ク
モ デ ル お よ び 所 望 に よ る 実 験 デ ー タ の 管 理 お よ び 入 力 手 段 を 提 供 す る ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ
ェ ー ス （ Ｕ Ｉ ） を 含 む 。 ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ ー ス は 、 仮 説 を シ ス テ ム に 条 件 と し て 指 定
す る ド ラ ッ グ ア ン ド ド ロ ッ プ ・ イ ン タ ー フ ェ ー ス を 含 み 得 る 。 ユ ー ザ ー イ ン タ ー フ ェ ー ス
は ま た 、 大 容 量 記 憶 コ ン ポ ー ネ ン ト （ 例 、 ハ ー ド ド ラ イ ブ ） 、 除 去 可 能 媒 体 （ 例 、 フ ロ ッ
ピ ー デ ィ ス ク （ 登 録 商 標 ） ま た は Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ ） 、 ま た は ネ ッ ト ワ ー ク （ 例 、 ロ ー カ ル エ
リ ア ネ ッ ト ワ ー ク 、 ま た は 広 域 通 信 ネ ッ ト ワ ー ク 、 た と え ば イ ン タ ー ネ ッ ト ） 全 体 に わ た
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っ て 本 シ ス テ ム と 通 信 す る 異 な る コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム か ら の 実 験 デ ー タ を ロ ー デ ィ ン
グ す る 手 段 を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 代 替 的 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム お よ び 本 発 明 解 析 方 法 の 履 行 方 法 は 、 当 業 者 に は 明 白 な
も の で あ り 、 添 付 さ れ た 請 求 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る も の と す る 。 特 に 、 添 付 さ れ た 請 求 の
範 囲 は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る は ず で あ る 本 発 明 方 法 を 履 行 す る 代 替 的 プ ロ グ
ラ ム 構 造 を 含 む も の と す る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 Ｓ Ｎ Ｐ の 同 定 お よ び 特 性 検 定
　 Ｓ Ｎ Ｐ を 同 定 し 、 特 性 検 定 す る の に は 、 １ 本 鎖 立 体 配 座 多 型 解 析 、 熱 変 性 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ る ヘ テ ロ ２ 本 鎖 解 析 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 お よ び コ ン
ピ ュ ー タ ー 的 方 法 を 含 む 多 く の 異 な る 技 術 が 使 用 さ れ 得 る 。 Shi、 Clin.Chem.、 第 ４ ７ 巻
、 ２ 号 、 １ ６ ４ － １ ７ ２ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。 公 開 デ ー タ ベ ー ス に お け る 豊 富 な 配 列 情 報
の お か げ で 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ツ ー ル を 駆 使 し て 、 所 定 の 遺 伝 子 に つ い て 独 立 的 に 提 示 さ れ
た 配 列 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム 配 列 ） を 平 行 整 列 さ せ る こ と に よ り 、 Ｓ Ｎ Ｐ が イ ン シ リ コ
で 同 定 さ れ 得 る 。 実 験 的 に 、 そ し て イ ン シ リ コ 方 法 に よ り 得 ら れ た Ｓ Ｎ Ｐ の 比 較 結 果 は 、
Ｓ Ｎ Ｐ Ｆ ｉ ｎ ｄ ｅ ｒ （ http://lpgws.nci.nih.gov:82/perl/snp/snp_cgi.pl） に よ り 見 出
さ れ た 候 補 Ｓ Ｎ Ｐ の ５ ５ ％ が 実 験 的 に も 発 見 さ れ た こ と を 示 し て い た 。 Cox、 Boillotお よ
び Canzian、 Hum.Mutat.、 第 １ ７ 巻 、 ２ 号 、 １ ４ １ － １ ５ ０ 頁 （ ２ ０ ０ １ ） 参 照 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら イ ン シ リ コ 方 法 で は 、 真 の Ｓ Ｎ Ｐ の ２ ７ ％ し か 見 出 せ 得 な い 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 現 在 、 最 も 一 般 的 な Ｓ Ｎ Ｐ タ イ ピ ン グ 方 法 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 プ ラ イ マ ー
伸 長 お よ び 開 裂 方 法 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 各 々 、 適 切 な 検 出 シ ス テ ム に 連 結 さ れ な け れ
ば ら な ら い 。 検 出 技 術 に は 、 蛍 光 偏 光 法 （ Chan X et al.、 Genome Res.１ ９ ９ ９ 、 ９ ： ４
９ ２ － ４ ９ ９ 頁 参 照 ） 、 ピ ロ リ ン 酸 放 出 の 発 光 量 検 出 法 （ パ イ ロ シ ー ケ ン シ ン グ ） （ Ahma
diian A et al.、 Anal.Biochem.２ ０ ０ ０ 、 ２ ８ ０ ： １ ０ ３ － １ ０ 頁 参 照 ） 、 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 移 動 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） に 基 く 開 裂 検 定 法 、 Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ お よ び 質 量 分 析 法 が あ る （ Shi 
MM、 Clin Chem ２ ０ ０ １ 、 ４ ７ ： １ ６ ４ － １ ７ ２ お よ び 米 国 特 許 第 ６ ３ ０ ０ ０ ７ ６ Ｂ １ 号
参 照 ） 。 他 の Ｓ Ｎ Ｐ 検 出 お よ び 特 性 検 定 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ６ ２ ９ ７ ０ １ ８ Ｂ １ 号 お よ び
同 ６ ３ ０ ０ ０ ６ ３ Ｂ １ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 上 記 参 考 文 献 の 開 示 内 容 は 、 本 明 細 書 に お い
て 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 多 型 の 検 出 は 、 い わ ゆ る イ ン ベ ー ダ ー （ Ｉ Ｎ
Ｖ Ａ Ｄ Ｅ Ｒ 、 商 標 ） 技 術 （ ウ ィ ス コ ン シ ン 、 マ デ ィ ソ ン の サ ー ド ・ ウ ェ ー ブ ・ テ ク ノ ロ ジ
ー ズ 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド か ら 入 手 可 能 ） に よ り 実 施 さ れ 得 る 。 こ の 検 定 で は 、 特 異 的
上 流 「 イ ン ベ ー ダ ー 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 部 分 重 複 下 流 プ ロ ー ブ が 一 緒 に な っ て 、
相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 と 結 合 し た と き に 特 異 構 造 を 形 成 す る 。 こ の 構 造 が 認 識 さ れ る と 、 こ れ
を ク リ ア バ ー ゼ 酵 素 に よ り 特 異 部 位 で 切 断 し 、 こ の 結 果 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
５ 'フ ラ ッ プ が 解 離 さ れ る 。 次 い で 、 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 反 応 混 合 物 に 含 ま れ る 合 成 二
次 標 的 お よ び 二 次 蛍 光 標 識 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ に 関 し て 「 イ ン ベ ー ダ ー 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と し て の 役 割 を 果 た す 。 こ の 結 果 、 ク リ ア バ ー ゼ 酵 素 に よ り 二 次 シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が 特
異 開 裂 さ れ る 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 し 得 る 色 素 分 子 で 標 識 さ れ た 、 こ の 二 次 プ ロ ー ブ
が 開 裂 さ れ た と き 、 蛍 光 シ グ ナ ル が 発 生 さ れ る 。 ク リ ア バ ー ゼ は 、 重 複 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は
フ ラ ッ プ に よ り 形 成 さ れ た 構 造 に 関 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 必 要 条 件 を 有 す る た め 、 下 流
Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に あ る 開 裂 部 位 の す ぐ 上 流 に お け る 一 塩 基 対 誤 対 合 の 特 異 的 検 出 に 使 用 さ れ 得 る
。 Ryan D et al.、 Molecular Diagnosis、 第 ４ 巻 、 ２ 号 、 １ ９ ９ ９ ： １ ３ ５ － １ ４ ４ 頁 お
よ び Lyamichev V et al.、 Nature Biotechnology、 第 １ ７ 巻 、 １ ９ ９ ９ ： ２ ９ ２ － ２ ９ ６
頁 、 お よ び 同 じ く 米 国 特 許 第 ５ ８ ４ ６ ７ １ ７ 号 お よ び 第 ６ ０ ０ １ ５ ６ ７ 号 参 照 、 こ れ ら に
つ い て は 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
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　 実 施 態 様 の 中 に は 、 組 成 物 が 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド の
同 一 性 を 同 時 に プ ロ ー ブ す る た め に ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 標 識 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 も あ る 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー 組 成 物 が 、 多 型 部 位 を 含 む ２ つ ま た は そ
れ 以 上 の 領 域 の 同 時 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ お よ び 増 幅 を 行 え る よ う に 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー 対 の ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の セ ッ ト を 含 み 得 る こ と も 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 固 体 表 面 、 た と え ば マ イ ク ロ チ ッ プ 、
ビ ー ズ ま た は ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に お い て 固 定 化 ま た は 合 成 さ れ 得 る （ た と え ば 、 国 際 公 開
第 ９ ８ ／ ２ ０ ０ ２ ０ 号 お よ び 国 際 公 開 第 ９ ８ ／ ２ ０ ０ １ ９ 号 参 照 ） 。 上 記 固 定 化 遺 伝 子 解
析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 限 定 す る わ け で は な い が プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 検 定 法 を 含 む 様 々 な 多 型 検 出 検 定 法 で 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 固 定 化
遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 同 時 に 同 義 遺 伝 子 に お け る 多 型 に つ い て Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を
迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る よ う 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 列 さ せ た ア レ イ を 含 み
得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 ３ ’ 末 端 ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は ３ '末 端 前 ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 こ れ は 特 定 Ｓ Ｎ Ｐ の 唯 一 の ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的
で あ る こ と に よ り 、 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 対 立 遺 伝 子 が 存 在 す る 場 合 の み ポ リ メ ラ ー ゼ 仲 介
伸 長 用 プ ラ イ マ ー と し て 作 用 す る 。 コ ー デ ィ ン グ ま た は 非 コ ー デ ィ ン グ 鎖 と ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン す る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
１ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝
子 ま た は Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ に お い て 遺 伝 子 多 型 を 検 出 す る た め の Ａ Ｓ Ｏ プ ラ イ マ ー は 、 当 業
者 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 開 発 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 で 同 定 さ れ た 新 規 多 型 部 位 の 一
つ の 下 流 に あ る 幾 つ か の ヌ ク レ オ チ ド に 位 置 す る 標 的 領 域 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る
。 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 記 載 の 新 規 多 型 の 一 つ を 検 出 す る た め の ポ リ メ ラ
ー ゼ 介 在 プ ラ イ マ ー 伸 長 方 法 に お い て 有 用 で あ り 、 し た が っ て 、 上 記 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 で は 「 プ ラ イ マ ー 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 称 す 。 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ '末 端 は 、 多 型 部 位 に 隣 接 し て
位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 個 別 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ れ た 少 な く と も ２ 個 の 遺 伝 子 解
析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は ま た 、 個 別 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ
れ た 他 の 成 分 、 た と え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ
と し て 使 用 す る 場 合 ） を 含 み 得 る 。 別 法 と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 領 域 の 増 幅 に
使 用 さ れ る 場 合 、 キ ッ ト は 、 個 別 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ れ た 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び ポ リ メ ラ
ー ゼ に よ り 伝 達 さ れ る プ ラ イ マ ー 伸 長 、 た と え ば Ｐ Ｃ Ｒ に 最 適 化 さ れ た 反 応 緩 衝 液 を 含 み
得 る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 組 成 物 お よ び キ ッ ト は 、 個 体 で の １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け
る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 ま た は Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝
子 の 遺 伝 子 解 析 お よ び ／ ま た は プ ロ タ イ プ 解 析 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用
さ れ て い る 「 遺 伝 子 型 」 お よ び 「 ハ プ ロ タ イ プ 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 対 ま た は ヌ ク レ オ チ ド
を そ れ ぞ れ 含 む 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ を 意 味 す る も の で 、 本 明 細 書 記 載 の 新 規 多 型
部 位 の １ つ ま た は そ れ 以 上 に 存 在 し 、 同 じ く 所 望 に よ り １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推
定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 ま た は Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に
お け る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 追 加 的 多 型 部 位 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 対 ま た は ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 得 る 。 追 加 的 多 型 部 位 は 、 現 時 点 で 公 知 の 多 型 部 位 ま た は 後 続 的 に 発 見 さ れ る 部
位 で あ り 得 る 。
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【 ０ ３ １ １ 】
　 遺 伝 子 解 析 方 法 の 一 実 施 態 様 で は 、 個 体 に 存 在 す る 、 ２ コ ピ ー の 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝
子 、 す な わ ち １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ で の ｒ
ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ の ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺
伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 ま た
は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 核 酸 混 合 物 を 個 体 か ら 分 離 し 、 ２ コ ピ ー に お け る 多 型 部 位 の 一
つ ま た は そ れ 以 上 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 個 体 に 遺 伝 子 型
を 割 当 て る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る よ う に 、 個 体 に お け る 遺 伝 子 の ２ 「 コ ピ ー 」 は 、 同 じ
対 立 遺 伝 子 で あ り 得 る か ま た は 異 な る 対 立 遺 伝 子 で あ り 得 る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は
、 遺 伝 子 解 析 方 法 は 、 各 多 型 部 位 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 対 の 同 一 性 の 測 定 を 含 む 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 核 酸 混 合 物 は 、 個 体 か ら 採 取 さ れ た 生 物 学 的 試 料 、 た と え ば 血 液 試 料 ま た
は 組 織 試 料 か ら 単 離 さ れ る 。 適 切 な 組 織 試 料 に は 、 全 血 、 精 液 、 唾 液 、 涙 液 、 尿 、 糞 便 物
質 、 汗 、 頬 側 ス ミ ア 、 皮 膚 お よ び 毛 髪 が あ る 。 核 酸 混 合 物 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り 構 成 さ れ 得 、 そ し て 後 の ２ 例 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３
３ 領 域 に お け る 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 ま た は Ｉ Ｌ －
１ ベ ー タ 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る 臓 器 か ら 入 手 さ れ な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 当 業 者 で あ れ
ば 、 イ ン ト ロ ン ま た は ５ 'お よ び ３ '非 転 写 領 域 に 位 置 す る 多 型 を 検 出 す る の に ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 が 使 用 さ れ な い こ と は 、 容 易 に 理 解 で き る は ず で あ る 。 遺 伝 子 フ ラ グ
メ ン ト が 単 離 さ れ る 場 合 、 そ れ は 遺 伝 子 解 析 す べ き 多 型 部 位 （ 複 数 も 可 ） を 含 ま な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 方 法 の 一 実 施 態 様 で は 、 個 体 に 存 在 す る 、 ２ コ ピ ー の 遺 伝 子 の 一 方 の
み を 含 む 核 酸 分 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 個 体 か ら 単 離 し 、 そ の コ ピ ー に お け る 多 型 部
位 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に あ る ヌ ク レ オ チ ド の 同 一 性 を そ の コ ピ ー に お い て 測 定 す る こ と
に よ り 、 個 体 に ハ プ ロ タ イ プ を 割 当 て る 。 核 酸 は 、 ２ コ ピ ー の 遺 伝 子 ま た は フ ラ グ メ ン ト
を 分 離 し 得 る 方 法 、 た と え ば 限 定 は さ れ な い が 、 イ ソ 遺 伝 子 製 造 に つ い て の 上 記 方 法 の 一
つ を 用 い て 単 離 さ れ 得 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ た イ ン ビ ボ ク ロ ー ニ ン グ が 好 ま し い 方 法 で
あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る よ う に 、 個 体 ク ロ ー ン は 、 個 体 に 存 在 す る ２ 遺 伝
子 コ ピ ー の 一 方 に 関 す る ハ プ ロ タ イ プ 情 報 を 提 供 す る に 過 ぎ な い 。 ハ プ ロ タ イ プ 情 報 が 個
体 の 他 方 の コ ピ ー に と っ て 所 望 さ れ る 場 合 、 追 加 的 ク ロ ー ン を 調 べ る 必 要 が あ る 。 典 型 的
に は 、 個 体 に お け る 両 コ ピ ー の 遺 伝 子 を ハ プ ロ タ イ プ 解 析 す る 確 率 が ９ ０ ％ を 超 え る よ う
に 少 な く と も ５ ク ロ ー ン を 調 べ る べ き で あ る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 多 型 部 位 の 各
々 に 位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ハ プ ロ タ イ プ 対 を 、 個 体 に 存 在 す る 遺 伝 子 の 各 コ ピ ー に お け る
多 型 部 位 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に あ る ヌ ク レ オ チ ド の フ ェ イ ジ ン グ さ れ た 配 列 を 同 定 す る
こ と に よ り 個 体 に つ い て 測 定 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 方
法 で は 、 遺 伝 子 の 各 コ ピ ー に お け る 各 多 型 部 位 に あ る ヌ ク レ オ チ ド の フ ェ イ ジ ン グ さ れ た
配 列 を 同 定 す る 。 遺 伝 子 の 両 コ ピ ー を ハ プ ロ タ イ プ 解 析 す る と き 、 同 定 操 作 は 、 好 ま し く
は 個 別 容 器 に 置 か れ て い る 遺 伝 子 の 各 コ ピ ー に よ り 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 ２ コ ピ ー
が 異 な る 標 識 で 標 識 さ れ て い る か 、 ま た は そ う で は な く 別 々 に 識 別 可 能 ま た は 同 定 可 能 で
あ る 場 合 、 同 じ 容 器 中 で こ の 方 法 を 実 施 す る こ と が 可 能 な 場 合 も あ る こ と も 予 想 さ れ る 。
た と え ば 、 遺 伝 子 の 第 一 お よ び 第 二 コ ピ ー を 異 な る 第 一 お よ び 第 二 蛍 光 色 素 で そ れ ぞ れ 標
識 し 、 さ ら に 第 三 の 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 多
型 部 位 （ 複 数 も 可 ） の 検 定 に 使 用 す る 場 合 、 第 一 お よ び 第 三 色 素 の 組 合 せ を 検 出 す る こ と
に よ り 、 第 一 遺 伝 子 コ ピ ー に お け る 多 型 が 同 定 さ れ 、 第 二 お よ び 第 三 色 素 の 組 合 せ を 検 出
す る こ と に よ り 、 第 二 遺 伝 子 コ ピ ー に お け る 多 型 が 同 定 さ れ る 。
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【 ０ ３ １ ６ 】
　 遺 伝 子 解 析 お よ び ハ プ ロ タ イ プ 解 析 の 両 方 法 に お い て 、 多 型 部 位 （ 複 数 も 可 ） に あ る ヌ
ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク レ オ チ ド 対 ） の 同 一 性 は 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 、 す な わ ち １
５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３
多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ
び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 、 ま た は そ の フ
ラ グ メ ン ト の 一 方 ま た は 両 方 の コ ピ ー か ら 直 接 多 型 部 位 （ 複 数 も 可 ） を 含 む 標 的 領 域 （ 複
数 も 可 ） を 増 幅 す る こ と に よ り 測 定 さ れ 得 、 そ し て 増 幅 領 域 （ 複 数 も 可 ） の 配 列 は 慣 用 的
方 法 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 多 型 部 位 に つ い て 、 そ の 部 位 で ホ モ 接 合 性 で あ る 個 体 で は 唯 一 の ヌ ク レ オ チ ド が 検 出 さ
れ 、 個 体 が そ の 部 位 に つ い て ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 場 合 は ２ 種 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド が 検 出
さ れ る こ と は 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る は ず で あ る 。 多 型 は 、 積 極 型 同 定 と し て
知 ら れ る よ う に 直 接 同 定 さ れ る か 、 ま た は 消 極 型 同 定 と 称 さ れ る 、 推 論 に よ り 同 定 さ れ 得
る 。 た と え ば 、 Ｓ Ｎ Ｐ が レ フ ァ レ ン ス 集 団 に お い て グ ア ニ ン お よ び シ ト シ ン で あ る こ と が
判 明 し て い る 場 合 、 部 位 は 、 そ の 部 位 で ホ モ 接 合 性 で あ る 個 体 に つ い て は グ ア ニ ン ま た は
シ ト シ ン で あ り 、 個 体 が そ の 部 位 で ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 場 合 、 グ ア ニ ン お よ び シ ト シ ン の
両 方 で あ る と 積 極 的 に 決 定 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 部 位 は 、 グ ア ニ ン （ ま た 、 す な わ ち シ
ト シ ン ／ シ ト シ ン ） で も な く 、 ま た は シ ト シ ン （ ま た 、 す な わ ち グ ア ニ ン ／ グ ア ニ ン ） で
も な い と 消 極 的 に 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 新 規 多 型 部 位 の い ず れ か に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 （ 複
数 も 可 ） の 同 一 性 は 、 興 味 の 対 象 で あ る 多 型 部 位 と 連 鎖 不 平 衡 を な す 、 本 明 細 書 で は 開 示
さ れ て い な い 多 型 部 位 を 遺 伝 子 解 析 す る こ と に よ り 間 接 的 に 測 定 さ れ 得 る 。 一 部 位 に お け
る 特 定 変 異 型 の 存 在 に よ り 、 第 二 部 位 に お け る 別 の 変 異 型 の 予 測 性 が 高 め ら れ る 場 合 、 二
つ の 部 位 は 連 鎖 不 平 衡 に あ る と い わ れ る （ Stevens,JC １ ９ ９ ９ 、 Mol Diag ４ ： ３ ０ ９ －
３ １ ７ 参 照 ） 。 現 時 点 で 開 示 さ れ て い る 多 型 部 位 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 多 型 部 位 は 、 遺 伝 子
の 領 域 ま た は 本 発 明 で は 調 べ て い な い 他 の ゲ ノ ム 領 域 に 位 置 し 得 る 。 本 明 細 書 記 載 の 新 規
多 型 部 位 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 多 型 部 位 の 遺 伝 子 解 析 は 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 多 型 部
位 に あ る 対 立 遺 伝 子 の 同 一 性 を 検 出 す る 上 記 方 法 の い ず れ か に よ り 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 標 的 領 域 （ 複 数 も 可 ） は 、 限 定 は さ れ な い が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） （ 米 国
特 許 第 ４ ９ ６ ５ １ ８ ８ 号 ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） （ Barany et al.、 Proc Natl A
cad Sci USA ８ ８ ： １ ８ ９ － １ ９ ３ 、 １ ９ ９ １ ； お よ び 国 際 公 開 第 ９ ０ ／ ０ １ ０ ６ ９ 号 参
照 ） 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ラ イ ゲ ー シ ョ ン 検 定 法 （ Ｏ Ｌ Ａ ） （ Landegren et al.、
Science、 ２ ４ １ ： １ ０ ７ ７ － １ ０ ８ ０ 、 １ ９ ８ ８ ） を 含 む 、 い ず れ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 指 向 増 幅 方 法 を 用 い て 増 幅 さ れ 得 る 。 上 記 方 法 に お い て プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と
し て 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多 型 部 位 を 含 む か ま た は そ れ に 隣 接 し て い る 核 酸 の 一
領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る べ き で あ る 。 典 型 的 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 １ ０ ～ ３ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 最 も 好
ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ２ ０ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 正 確 な 長 さ は 、 当 業 者 に よ り 常 用 の 手 順 で 考 慮 お よ び 実 践 さ れ て い る 多 く の 因 子 に 依 存
す る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 転 写 に 基 づ い た 増 幅 系 （ 米 国 特 許 第 ５ １ ３ ０ ２ ３ ８ 号 、 欧 州 特 許 第 ３ ２ ９ ８ ２ ２ 号 、 米
国 特 許 第 ５ １ ６ ９ ７ ６ ６ 号 、 国 際 公 開 第 ８ ９ ／ ０ ６ ７ ０ ０ 号 参 照 ） お よ び 等 温 的 方 法 （ Wa
lker et al.、 Proc Natl Acad Sci USA ８ ９ ： ３ ９ ２ － ３ ９ ６ 、 １ ９ ９ ２ ） を 含 む 、 他 の
公 知 核 酸 増 幅 手 順 も 標 的 領 域 を 増 幅 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 標 的 領 域 に お け る 多 型 は ま た 、 当 業 界 で 公 知 で あ る 幾 つ か の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
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基 く 方 法 の 一 つ を 用 い て 増 幅 の 前 後 に 検 定 さ れ 得 る 。 典 型 的 に は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 方 法 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 異 な る 形 で 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ 対 と し て 使 用 さ れ 得 、 対 の 一 要 員 は 標 的 配 列 の
一 変 異 型 に 完 全 な マ ッ チ を 示 し 、 他 要 員 は 異 な る 変 異 型 に 完 全 な マ ッ チ を 示 す 。 複 数 の 多
型 部 位 が 、 一 セ ッ ト の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対
を 用 い る と 一 度 に 検 出 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 セ ッ ト の 要 員 は 、 検 出 さ れ て い る 多 型 部 位
の 各 々 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る と き に 互 い に ５ ℃ 以 内 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ℃ 以 内
の 融 解 温 度 を 有 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 溶 解 状 態 の 両 物 質 に よ り 実 施 さ れ 得 る か 、 ま た は 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 固 体 支
持 体 に 固 定 さ れ て い る と き に 実 施 さ れ 得 る 。 結 合 は 、 た と え ば 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 、 ポ リ
－ Ｌ － Ｌ ｙ ｓ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン ‐ ビ オ チ ン 、 塩 架 橋 、 疎 水 性 相 互 作 用
、 化 学 的 連 鎖 、 Ｕ Ｖ 架 橋 ベ ー キ ン グ な ど に よ り 仲 介 さ れ 得 る 。 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 固 体 支 持 体 上 で 直 接 合 成 さ れ る か ま た は 合 成 の 後 で 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ
得 る 。 本 発 明 検 出 方 法 で の 使 用 に 適 切 な 固 体 支 持 体 に は 、 珪 素 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、
紙 な ど で で き た 基 質 が あ り 、 こ れ ら は た と え ば 、 ウ ェ ル （ 例 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 場 合
） 、 ス ラ イ ド 、 シ ー ト 、 膜 、 繊 維 、 チ ッ プ 、 皿 お よ び ビ ー ズ に 成 形 さ れ 得 る 。 固 体 支 持 体
は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 標 的 核 酸 の 固 定 化 を 容 易 に す る よ う に 処
理 、 コ ー テ ィ ン グ ま た は 誘 導 体 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 個 体 の 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に つ い て の 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ は ま た 、 核 酸 ア
レ イ お よ び サ ブ ア レ イ 、 た と え ば 国 際 公 開 第 ９ ５ ／ １ １ ９ ９ ５ 号 記 載 の も の へ の 遺 伝 子 の
一 コ ピ ー ま た は 両 コ ピ ー を 含 む 核 酸 試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
ア レ イ は 、 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ に 含 ま れ る べ き 多 型 部 位 の 各 々 を 表 す 一 連 の 対 立
遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 多 型 の 同 一 性 は ま た 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 リ ボ プ ロ ー ブ （ Winter et al.、 Proc 
Natl Acad Sci USA ８ ２ ： ７ ５ ７ ５ 、 １ ９ ８ ５ ； Meyers et al.、 Science ２ ３ ０ ： １ ２
４ ２ 、 １ ９ ８ ５ ） お よ び ヌ ク レ オ チ ド 誤 対 合 を 認 識 す る タ ン パ ク 質 、 た と え ば エ シ ェ リ キ
ア ・ コ リ （ E.coli） ｍ ｕ ｔ Ｓ タ ン パ ク 質 （ Modrich P. Ann Rev Genet ２ ５ ： ２ ２ ９ － ２
５ ３ 、 １ ９ ９ １ ） を 用 い る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 防 御 方 法 を 含 む 、 誤 対 合 検 出 技 術 を 用 い て 測
定 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 変 異 型 対 立 遺 伝 子 は 、 １ 本 鎖 立 体 配 座 多 型 （ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） 解 析 （
Orita et al.、 Genomics ５ ： ８ ７ ４ － ８ ７ ９ 、 １ ９ ８ ９ ； Humphries et al.、 Molecular
 Diagnosis of Genetic Diseases、 R.Elles編 、 ３ ２ １ － ３ ４ ０ 頁 、 １ ９ ９ ６ ） ま た は 熱
変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ） （ Wartell et al.、 Nucl Acids Res １ ８ ： ２ ６ ９ ９
－ ２ ７ ０ ６ 、 １ ９ ９ ０ ； Sheffield et al.、 Proc Natl Acad Sci USA ８ ６ ： ２ ３ ２ － ２
３ ６ 、 １ ９ ８ ９ ） に よ り 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 プ ラ イ マ ー 伸 長 方 法 は ま た 、 多 型 （ 複 数 も 可 ） を 同 定 す る の に 使 用 さ
れ 得 る 。 幾 つ か の 上 記 方 法 は 、 特 許 お よ び 科 学 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 「 遺 伝 子 ビ ッ ト 解
析 」 方 法 （ 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ １ ５ ７ １ ２ 号 ） お よ び リ ガ ー ゼ ／ ポ リ メ ラ ー ゼ 介 在 遺 伝 子 ビ
ッ ト 解 析 （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ７ ９ ５ ２ ４ 号 ） を 含 む 。 関 連 方 法 は 、 国 際 公 開 第 ９ １ ／ ０ ２ ０
８ ７ 号 、 国 際 公 開 第 ９ ０ ／ ０ ９ ４ ５ ５ 号 、 国 際 公 開 第 ９ ５ ／ １ ７ ６ ７ ６ 号 、 米 国 特 許 第 ５
３ ０ ２ ５ ０ ９ 号 お よ び 同 第 ５ ９ ４ ５ ２ ８ ３ 号 に 開 示 さ れ て い る 。 多 型 を 含 む 伸 長 さ れ た プ
ラ イ マ ー は 、 米 国 特 許 第 ５ ６ ０ ５ ７ ９ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 さ れ 得
る 。 別 の プ ラ イ マ ー 伸 長 方 法 は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 Ｐ Ｃ Ｒ で あ る （ Ruafio et al.、 Nucl 
Acids Res １ ７ ： ８ ３ ９ ２ 、 １ ９ ８ ９ ； Ruafio et al.、 Nucl AcidsRes １ ９ 、 ６ ８ ７ ７
－ ６ ８ ８ ２ 、 １ ９ ９ １ ； 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ２ ２ ４ ５ ６ 号 ； Turki et al.、 I Clin Invest 
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９ ５ ： １ ６ ３ ５ － １ ６ ４ １ 、 １ ９ ９ ５ ） 。 さ ら に 、 多 重 多 型 部 位 は 、 Wallace et al.（ 国
際 公 開 第 ８ ９ ／ １ ０ ４ １ ４ 号 ） に 記 載 さ れ て い る 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を
用 い る 核 酸 の 多 領 域 を 同 時 増 幅 す る こ と に よ り 調 べ ら れ 得 る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 各 人 種 地 理 学 的 集 団 に つ い て の ハ プ ロ タ イ プ 頻 度 デ ー タ を 調 べ
る こ と に よ り 、 そ れ が ハ ー デ ィ ー ‐ ワ イ ン バ ー グ 平 衡 と 一 致 す る か 否 か を 測 定 す る 。 ハ ー
デ ィ ー ‐ ワ イ ン バ ー グ 平 衡 （ D.L.Hartl et al.、 Principles of Population Genomics、
シ ナ ウ ア ー ・ ア ソ ー シ エ ー ツ （ サ ン ダ ー ラ ン ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ ） 、 第 ３ 版 、 １ ９ ９ ７
） は 、 ハ プ ロ タ イ プ 対 Ｈ １ ／ Ｈ ２ を 発 見 す る 頻 度 が 、 Ｈ １ ≠ Ｈ ２ の 場 合 Ｐ Ｈ － Ｗ （ Ｈ １ ／
Ｈ ２ ） ＝ ２ ｐ （ Ｈ １ ） ｐ （ Ｈ ２ ） お よ び Ｈ １ ＝ Ｈ ２ の 場 合 Ｐ Ｈ － Ｗ （ Ｈ １ ／ Ｈ ２ ） ＝ ｐ （
Ｈ １ ） ｐ （ Ｈ ２ ） に 等 し い こ と を 前 提 と す る 。 観 察 お よ び 予 測 ハ プ ロ タ イ プ 頻 度 間 の 統 計
的 有 意 差 は 、 集 団 グ ル ー プ に お け る 近 親 交 配 、 遺 伝 子 に 対 す る 強 い 選 択 的 圧 力 、 サ ン プ リ
ン グ の 偏 り 、 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 解 析 過 程 に お け る エ ラ ー を 含 む 一 つ ま た は そ れ 以 上 の
因 子 に よ る も の で あ り 得 る 。 ハ ー デ ィ ー ‐ ワ イ ン バ ー グ 平 衡 か ら の 大 き な 偏 差 が 人 種 地 理
学 的 集 団 で 観 察 さ れ る 場 合 、 そ の 集 団 に お け る 個 体 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 、 そ の 偏 差
が サ ン プ リ ン グ の 偏 り に 起 因 す る か 否 か が 判 る 。 サ ン プ ル の 大 き さ を 大 き く し て も 観 察 お
よ び 予 測 ハ プ ロ タ イ プ 対 頻 度 間 の 差 異 が 縮 小 し な い 場 合 、 直 接 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 方 法 、 た
と え ば Ｃ Ｌ Ａ Ｓ Ｐ Ｅ Ｒ シ ス テ ム （ 商 標 ） 技 術 （ 米 国 特 許 第 ５ ８ ６ ６ ４ ０ ４ 号 ） 、 Ｓ Ｍ Ｄ ま
た は 対 立 遺 伝 子 特 異 的 長 距 離 Ｐ Ｃ Ｒ （ Michalotos‐ Beloin et al.、 Nucl Acids Res ２ ４
： ４ ８ ４ １ － ４ ８ ４ ３ 、 １ ９ ９ ６ ） を 用 い て 個 体 の ハ プ ロ タ イ プ 解 析 を 考 慮 に 入 れ る の が
望 ま れ る こ と も あ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４
３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の
多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に
あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ 対 を 予 測 す る こ の 方 法 の 一 実 施 態 様 に お い て 、
割 当 て 手 順 と し て 以 下 の 解 析 を 実 施 す る 。 ま ず 、 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ 対 の 各 々 を 、 レ フ ァ
レ ン ス 集 団 に お け る ハ プ ロ タ イ プ 対 と 比 較 す る 。 一 般 的 に 、 レ フ ァ レ ン ス 集 団 に お け る ハ
プ ロ タ イ プ 対 の 一 方 の み が 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ 対 と マ ッ チ し 、 そ の 対 が 個 体 に 割 当 て ら れ
る 。 時 折 、 レ フ ァ レ ン ス ハ プ ロ タ イ プ 対 に 示 さ れ た 一 方 の ハ プ ロ タ イ プ の み が 、 個 体 に つ
い て の 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ 対 と 一 致 す る こ と も あ り 、 そ の よ う な 場 合 、 個 体 は こ の 既 知 ハ
プ ロ タ イ プ を 含 む ハ プ ロ タ イ プ 対 に 割 当 て ら れ 、 新 た な ハ プ ロ タ イ プ は 、 可 能 な ハ プ ロ タ
イ プ 対 か ら 既 知 ハ プ ロ タ イ プ を 減 ず る こ と に よ り 誘 導 さ れ る 。 稀 な 場 合 に 、 レ フ ァ レ ン ス
集 団 に お け る い ず れ の ハ プ ロ タ イ プ も 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ 対 と 一 致 し な い か 、 ま た は 択 一
的 に 、 多 重 レ フ ァ レ ン ス ハ プ ロ タ イ プ 対 は 可 能 な ハ プ ロ タ イ プ 対 と 一 致 す る 。 そ の よ う な
場 合 に は 、 個 体 は 、 好 ま し く は 直 接 分 子 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 方 法 、 た と え ば Ｃ Ｌ Ａ Ｓ Ｐ Ｅ Ｒ
シ ス テ ム （ 商 標 ） 技 術 （ 米 国 特 許 第 ５ ８ ６ ６ ４ ０ ４ 号 ） 、 Ｓ Ｍ Ｄ ま た は 対 立 遺 伝 子 特 異 的
長 距 離 Ｐ Ｃ Ｒ （ Michalotos‐ Beloin et al.、 Nucl Acids Res ２ ４ ： ４ ８ ４ １ － ４ ８ ４ ３
、 １ ９ ９ ６ ） を 用 い て ハ プ ロ タ イ プ 解 析 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 集 団 に お け る 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ の 頻 度 の 測
定 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 集 団 の 各 要 員 に 存 在 す る 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に つ
い て の 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 対 を 測 定 し 、 そ の 場 合 、 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ
は 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 、 た と え ば 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領
域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２
６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０
０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る 多 型 部 位 の 一 つ ま た は そ
れ 以 上 で 検 出 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 対 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 含 む も の と し 、 そ し て 特 定 遺 伝
子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ が 集 団 で 見 出 さ れ る 頻 度 を 計 算 す る 。 集 団 は 、 レ フ ァ レ ン ス 集 団
、 フ ァ ミ リ ー 集 団 、 同 性 集 団 、 集 団 グ ル ー プ 、 形 質 集 団 （ 例 、 興 味 の 対 象 で あ る 形 質 、 た
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と え ば 医 学 的 状 態 ま た は 治 療 的 処 置 に 対 す る 応 答 を 呈 す る 個 体 の 群 ） で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 で は 、 レ フ ァ レ ン ス 集 団 で 見 出 さ れ る 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 お よ
び ／ ま た は ハ プ ロ タ イ プ に つ い て の 頻 度 デ ー タ は 、 興 味 の 対 象 で あ る 形 質 お よ び 遺 伝 子 型
ま た は ハ プ ロ タ イ プ 間 の 関 連 を 同 定 す る 方 法 で 使 用 さ れ る 。 形 質 は 、 限 定 は さ れ な い が 、
病 気 に 対 す る 感 受 性 ま た は 処 置 に 対 す る 応 答 を 含 む 検 出 可 能 な 表 現 型 で あ り 得 る 。 こ の 方
法 で は 、 レ フ ァ レ ン ス 集 団 お よ び そ の 形 質 を 呈 す る 集 団 に お け る 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子
型 （ 複 数 も 可 ） ま た は ハ プ ロ タ イ プ （ 複 数 も 可 ） の 頻 度 に 関 す る デ ー タ を 入 手 す る 。 レ フ
ァ レ ン ス お よ び 形 質 集 団 の 一 方 ま た は 両 方 に つ い て の 頻 度 デ ー タ は 、 上 記 方 法 の 一 つ を 用
い て 集 団 に お け る 各 個 体 を 遺 伝 子 解 析 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 解 析 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
形 質 集 団 に つ い て の ハ プ ロ タ イ プ は 、 直 接 的 、 ま た は 別 法 と し て 上 記 の 予 測 的 遺 伝 子 型 対
ハ プ ロ タ イ プ 方 法 に よ り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 レ フ ァ レ ン ス お よ び ／ ま た は 形 質 集 団 に つ い て の 頻 度 デ ー タ は
、 文 字 表 記 ま た は 電 子 形 態 で あ り 得 る 、 以 前 に 測 定 さ れ た 頻 度 デ ー タ を 利 用 す る こ と に よ
り 得 ら れ る 。 た と え ば 、 頻 度 デ ー タ は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り ア ク セ ス 可 能 な デ ー タ ベ ー
ス に 存 在 し 得 る 。 一 旦 頻 度 デ ー タ が 入 手 さ れ る と 、 レ フ ァ レ ン ス お よ び 形 質 集 団 に お け る
興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 （ 複 数 も 可 ） ま た は ハ プ ロ タ イ プ （ 複 数 も 可 ） の 頻 度 が 比 較 さ
れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 集 団 で 観 察 さ れ る 全 遺 伝 子 型 お よ び ／ ま た は ハ プ ロ タ イ プ
の 頻 度 が 比 較 さ れ る 。 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に つ い て の 特 定 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ
プ が レ フ ァ レ ン ス 集 団 よ り も 形 質 集 団 に お け る 頻 度 が 統 計 的 に 有 意 な 量 で 高 い 場 合 、 形 質
は 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ と 関 連 し て い る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ボ ン フ ェ ロ ー ニ 補 正 で の 標 準 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ 試 験 お よ び ／ ま た
は 遺 伝 子 型 表 現 型 相 関 関 係 を 何 回 も シ ミ ュ レ ー シ ョ ン し 、 有 意 値 を 計 算 す る ブ ー ト ス ト ラ
ッ プ 方 法 の 使 用 に よ り 統 計 分 析 を 実 施 す る 。 多 く の 多 型 が 分 析 さ れ て い る と き 、 因 子 に 対
す る 補 正 を 実 施 す る こ と に よ り 、 偶 然 見 出 さ れ 得 る 顕 著 な 関 連 性 が 補 正 さ れ 得 る 。 本 発 明
方 法 で 使 用 さ れ る 統 計 的 方 法 に つ い て は 、 Statistical Methods in Biology、 第 ３ 版 、 Ba
iley Ｎ Ｔ Ｊ 、 ケ ン ブ リ ッ ジ ・ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ プ レ ス （ １ ９ ９ ７ ） ； Introduction to
 Computational Biology、 Waterman MS、 Ｃ Ｒ Ｃ プ レ ス （ ２ ０ ０ ０ ） お よ び Bioinformatic
s、 Baxevanis AD お よ び Ouellette BFF編 者 （ ２ ０ ０ １ ） ジ ョ ン ・ ワ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ
ン ズ 、 イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド 参 照 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 興 味 の 対 象 で あ る 形 質 は 、 何 ら か の 治 療 的 処 置 に 対 し
て 患 者 が 呈 す る 臨 床 応 答 、 た と え ば チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 阻 害 薬 剤 に 対 す る 応 答 ま た は 医 学 的
状 態 に 関 す る 治 療 的 処 置 に 対 す る 応 答 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ の い ず れ か
と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 検 出 可 能 な 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ は 、 代 理 マ ー カ ー と し て 使 用
さ れ 得 る 。 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 と 連 鎖 不 平 衡 に あ る 遺 伝 子 型 は 、 遺 伝 子 に つ い て の
特 定 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ が 、 統 計 的 に 有 意 な 量 で レ フ ァ レ ン ス 集 団 に お け る よ り
も 、 可 能 性 の あ る 代 理 マ ー カ ー 遺 伝 子 型 を 示 す 集 団 に お け る 方 が 高 頻 度 で あ る か 否 か を 測
定 す る こ と に よ り 発 見 さ れ 得 、 そ し て マ ー カ ー 遺 伝 子 型 は 、 そ の 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ
イ プ と 関 連 し て い る と 予 測 さ れ 、 そ し て 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 の 代 わ り に 代 理 マ ー カ
ー と し て 使 用 さ れ 得 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 こ れ に は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が
、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５
７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、
お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 が あ る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 医 学 的 状 態 」 と は 、 限 定 は さ れ な い が 、 処 置 が 望 ま れ る 一
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つ ま た は そ れ 以 上 の 肉 体 的 お よ び ／ ま た は 精 神 的 症 状 と し て 現 れ る 状 態 ま た は 病 気 を 包 含
し 、 そ し て 以 前 に 、 お よ び 新 た に 同 定 さ れ た 病 気 お よ び 他 の 疾 患 を 含 む 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 臨 床 応 答 」 の 語 は 、 応 答 の 量 的 測 度 、 無 応 答 お よ び 不 利 な
応 答 （ す な わ ち 、 副 作 用 ） の い ず れ か ま た は 全 部 を 意 味 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 処 置 に 対 す る 臨 床 応 答 お よ び 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 間 の 相 関 関
係 を 演 繹 す る た め に は 、 以 後 「 臨 床 集 団 」 と 称 す る 、 処 置 を 受 け た 個 体 の 集 団 が 呈 す る 臨
床 応 答 に 関 す る デ ー タ を 得 る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 臨 床 デ ー タ は 、 既 に 実 施 さ れ た 臨 床
試 験 の 結 果 を 分 析 す る こ と に よ り 得 ら れ 、 お よ び ／ ま た は 臨 床 デ ー タ は 、 一 つ ま た は そ れ
以 上 の 新 た な 臨 床 試 験 を 設 計 お よ び 実 施 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 臨 床 試 験 」 の 語 は 、 特 定 処 置 に 対 す る 応 答 に 関 す る 臨 床 デ
ー タ を 集 め る よ う に 設 計 さ れ た リ サ ー チ 試 験 を い い 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 第 一 相 、
第 二 相 お よ び 第 三 相 臨 床 試 験 を 含 む 。 標 準 的 方 法 を 用 い て 患 者 集 団 を 特 定 し 、 対 象 を 登 録
す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 臨 床 集 団 に 含 ま れ る 個 体 は 、 興 味 の 対 象 で あ る 医 学 的 状 態 の 存 在 に つ い て 等 級 付 さ れ て
い る の が 好 ま し い 。 こ れ は 、 患 者 が 呈 し て い る 症 状 （ 複 数 も 可 ） が 、 複 数 の 根 元 的 状 態 に
よ り 誘 発 さ れ 得 る 場 合 、 お よ び 根 元 的 状 態 の 処 置 が 同 じ で は な い 場 合 に 重 要 で あ る 。 こ れ
の 一 例 は 、 患 者 が 喘 息 ま た は 呼 吸 器 感 染 症 に 起 因 す る 呼 吸 困 難 を 経 験 し て い る 場 合 で あ る
。 両 セ ッ ト を 喘 息 薬 で 処 置 す る 場 合 、 実 際 に は 喘 息 に 罹 患 し て い な か っ た 見 か け 上 の 非 応
答 者 の 擬 似 群 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 人 々 は 、 ハ プ ロ タ イ プ お よ び 処 置 結 果 間 の 相 関 関 係 の
検 出 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 。 こ の 潜 在 的 患 者 の 等 級 付 け は 、 標 準 理 学 的 診 断 ま た は 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の ラ ボ 試 験 を 使 用 し 得 る 。 別 法 と し て 、 患 者 の 等 級 付 け に は 、 ハ プ ロ タ イ プ 対
お よ び 病 気 の 感 受 性 ま た は 重 篤 度 間 に 強 い 相 関 関 係 が 存 在 す る 状 況 に つ い て の ハ プ ロ タ イ
プ 解 析 が 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 興 味 の 対 象 で あ る 治 療 的 処 置 を 臨 床 集 団 に お け る 各 個 体 に 施 し 、 処 置 に 対 す る 各 個 体 の
応 答 を 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 予 め 決 め ら れ た 基 準 を 用 い て 測 定 す る 。 多 く の 場 合 、 臨 床
集 団 は 一 連 の 応 答 を 呈 す る こ と 、 お よ び 研 究 者 は 様 々 な 応 答 に よ り 構 成 さ れ る 応 答 者 群 （
例 、 低 、 中 、 高 ） の 数 を 選 択 す る こ と が 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 臨 床 集 団 に お け る 各 個 体 に
つ い て の 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 は 、 遺 伝 子 解 析 お よ び ／ ま た は ハ プ ロ タ イ プ 解 析 さ れ 、
こ れ ら は 処 置 を 施 す 前 ま た は 後 に 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 臨 床 お よ び 多 型 の 両 デ ー タ を 得 た 後 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域
の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６
１ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０
の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 を 含 め 、 個 体 応 答 お よ び 遺 伝 子 型 ま
た は ハ プ ロ タ イ プ 含 有 量 間 の 相 関 関 係 を 作 製 す る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 相 関 関 係 は 幾 つ か の 方 法 で 作 製 さ れ 得 る 。 一 方 法 で は 、 個 体 を そ れ ら の 遺 伝 子 型 ま た は
ハ プ ロ タ イ プ （ ま た は ハ プ ロ タ イ プ 対 ） に よ り グ ル ー プ 分 け し （ 多 型 群 と も 称 さ れ る ） 、
次 い で 各 多 型 群 の 要 員 が 呈 す る 臨 床 応 答 の 平 均 お よ び 標 準 偏 差 を 計 算 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 次 い で 、 こ れ ら の 結 果 を 分 析 す る こ と に よ り 、 多 型 群 間 に お い て 臨 床 応 答 で 観 察 さ れ た
変 化 が 統 計 的 に 有 意 で あ る か 否 か を 決 定 す る 。 使 用 さ れ 得 る 統 計 分 析 方 法 は 、 L.D.Fisher
お よ び G.vanBelle、 “ Biostatistics：  A Methodology for the Health Sciences” 、 ワ
イ リ ー ‐ イ ン タ ー サ イ エ ン ス （ ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ９ ３ ） に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 分 析 は
ま た 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝
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子 、 ま た は Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る ど の 多 型 部 位 が 表 現 型 の 差 異 に 最 も 顕 著 に 貢 献
す る か の 回 帰 計 算 を 含 み 得 る 。 本 発 明 で 有 用 な 一 回 帰 モ デ ル は 、 ２ ０ ０ ０ 年 ６ 月 ２ ６ 日 付
の 「 ハ プ ロ タ イ プ の 入 手 お よ び 使 用 方 法 」 と 題 す る Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 ハ プ ロ タ イ プ 含 有 量 お よ び 臨 床 応 答 間 の 相 関 関 係 を 発 見 す る 第 二 の 方 法 で は 、 エ ラ ー 最
小 限 化 最 適 化 ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い た 予 測 モ デ ル を 使 用 す る 。 多 く の 可 能 な 最 適 化 ア ル ゴ
リ ズ ム の 一 つ は 、 遺 伝 ア ル ゴ リ ズ ム （ R.Judson、 “ Genetic Algorithms and Their Uses 
in Chemistry” 、 Reviews in Computational Chemistry、 第 １ ０ 巻 、 １ ～ ７ ３ 頁 、 K.B.Li
pkowitzお よ び D.B.Boyd編 、 Ｖ Ｃ Ｈ パ ブ リ ッ シ ャ ー ズ 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ９ ７ ） で あ る
。 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た ア ニ ー リ ン グ （ Press et al.、 “ Numerical Recipes in C: Th
e Art of Scientific Computing” 、 ケ ン ブ リ ッ ジ ・ ユ ニ バ ー シ テ ィ ー ・ プ レ ス （ ケ ン ブ
リ ッ ジ ） １ ９ ９ ２ 、 Ch.１ ０ ） 、 神 経 ネ ッ ト ワ ー ク （ E.Richお よ び K.Knight、 “ Artificia
l Intelligence” 、 第 ２ 版 、 マ ク グ ロ ウ ‐ ヒ ル 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ９ １ 、 Ch.１ ８ ） 、
標 準 勾 配 下 降 方 法 （ Press et al.、 前 出 、 Ch.１ ０ ） 、 ま た は 他 の グ ロ ー バ ル ま た は ロ ー
カ ル 最 適 化 方 法 （ Judson、 前 出 で の 検 討 参 照 ） も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 相 関 関
係 は 、 ２ ０ ０ ０ 年 ６ 月 ２ ６ 日 付 の 「 ハ プ ロ タ イ プ の 入 手 お よ び 使 用 方 法 」 と 題 す る Ｐ Ｃ Ｔ
出 願 に 記 載 さ れ た 遺 伝 ア ル ゴ リ ズ ム 方 法 を 用 い て 見 出 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 ま た 、 相 関 関 係 を 、 分 散 分 析 （ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ ） 技 術 を 用 い て 解 析 す る こ と に よ り 、 臨 床 デ
ー タ 中 ど の 程 度 多 く の 分 散 が 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に お け る 多 型 部 位 の 異 な る サ ブ セ
ッ ト に よ り 説 明 さ れ る か を 測 定 し 得 る 。 ２ ０ ０ ０ 年 ６ 月 ２ ６ 日 付 の 「 ハ プ ロ タ イ プ の 入 手
お よ び 使 用 方 法 」 と 題 す る Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 に 記 載 さ れ て い る 通 り 、 Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ は 、 応 答 変 数 が
、 測 定 さ れ 得 る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 形 質 ま た は 変 数 に よ り 誘 発 さ れ る か ま た は そ れ と 相
関 関 係 を 示 す か に つ い て の 仮 説 を 試 験 す る の に 使 用 さ れ る （ Fisherお よ び vanBelle、 前 出
、 Ch.１ ０ ） 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 上 記 解 析 か ら 、 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 含 有 量 の 関 数 と し て 臨 床 応 答 を 予 測 す る 数
学 的 モ デ ル が 当 業 者 に よ り 容 易 に 構 築 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 モ デ ル は 、 モ デ ル を 試 験 す
る よ う に 設 計 さ れ た １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 追 跡 臨 床 試 験 で 確 認 さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 臨 床 応 答 お よ び １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ
１ Ａ １ 遺 伝 子 、 ま た は Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に つ い て の 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ （ ま
た は ハ プ ロ タ イ プ 対 ） 間 の 関 連 の 同 定 結 果 は 、 処 置 に 対 し て 応 答 す る か し な い 個 体 、 ま た
は 別 法 と し て 、 低 レ ベ ル で 応 答 す る 、 す な わ ち さ ら な る 処 置 、 す な わ ち よ り 多 量 の 薬 剤 を
必 要 と し 得 る 個 体 を 決 定 す る 診 断 方 法 を 設 計 す る た め の 基 礎 で あ り 得 る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 診 断 方 法 は 、 幾 つ か の 形 態 ： た と え ば 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 試 験 （ す な わ ち 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３
領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０
２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５
０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に お け る 多 型 部 位 の １ 個 ま た は
そ れ 以 上 の 遺 伝 子 解 析 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 解 析 ） 、 血 清 学 的 試 験 ま た は 理 学 的 診 断 測 定 の
一 つ を 取 り 得 る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 唯 一 の 必 要 条 件 は 、 診 断 試 験 結 果 お よ び 臨 床 応 答 と も ま た 相 関 関 係 を 示 す 根 元 的 遺 伝 子
型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ 間 に 有 効 な 相 関 関 係 が 存 在 す る こ と で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お
い て 、 こ の 診 断 方 法 は 、 上 記 の 予 測 的 ハ プ ロ タ イ プ 解 析 法 を 使 用 す る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 本 発 明 方 法 を 実 践 す る 場 合 に 含 ま れ る あ ら ゆ る 全 て の 解 析 的 お よ び
数 学 的 操 作 を 履 行 し 得 る 。 さ ら に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー は 、 デ ィ ス プ レ イ 装 置 で 表 示 さ れ る 画
面 （ ま た は ス ク リ ー ン ） を 生 成 さ せ る プ ロ グ ラ ム を 実 行 し 得 、 そ れ に よ っ て ユ ー ザ ー は 、
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画 面 で 情 報 交 換 し 、 染 色 体 位 置 、 遺 伝 子 構 造 お よ び 遺 伝 子 群 、 遺 伝 子 発 現 デ ー タ 、 多 型 デ
ー タ 、 遺 伝 子 配 列 デ ー タ お よ び 臨 床 デ ー タ 集 団 デ ー タ （ 例 、 一 ま た は そ れ 以 上 の 集 団 に つ
い て の 人 種 地 理 学 的 起 源 、 臨 床 応 答 、 遺 伝 子 型 お よ び ハ プ ロ タ イ プ ） を 含 む 、 興 味 の 対 象
で あ る 遺 伝 子 お よ び そ の ゲ ノ ム 変 化 に 関 す る 大 量 の 情 報 を 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 記 載 の 遺 伝 子 多 型 デ ー タ は 、 関 係 の あ る デ ー タ ベ ー ス （ 例 、 オ ラ ク ル （ Oracle
） デ ー タ ベ ー ス の 実 例 ま た は Ａ Ｓ Ｃ Ｉ Ｉ フ ラ ッ ト フ ァ イ ル の セ ッ ト ） の 一 部 と し て 記 憶 さ
れ 得 る 。 こ れ ら の 多 型 デ ー タ は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー の ハ ー ド ド ラ イ ブ に 記 憶 さ れ る か 、 ま た
は た と え ば 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る ア ク セ ス が 可 能 な 一 つ ま た は そ れ
以 上 の 他 の 記 憶 装 置 に 記 憶 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 デ ー タ は 、 ネ ッ ト ワ ー ク を 介 し て コ ン ピ
ュ ー タ ー と 通 信 す る 形 で １ 種 ま た は そ れ 以 上 の デ ー タ ベ ー ス に 記 憶 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 個 体 に お け る 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 ： １ ５ ｑ ２ ２ .３
３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ
０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４
５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に つ い て ハ プ ロ タ イ プ 解 析 お
よ び ／ ま た は 遺 伝 子 解 析 す る 方 法 、 組 成 物 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 で は 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お
け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ
Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ
遺 伝 子 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 対 を 同 定 す る 。 組 成 物 は 、 多 型 部 位 を
含 む か ま た は そ れ に 隣 接 し て い る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 標 的 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン す る よ う に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 含 む 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 記 載 の 新 規 多 型 部 位 に お い て 個 体 の 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ を 確 立 す る た
め の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 様 々 な 遺 伝 子 発 現 産 物 の 発 現 お よ び 機 能 に よ り 影 響 さ れ る 病 気
の 原 因 に 対 す る 多 型 の 影 響 を 試 験 す る 、 た と え ば 限 定 す る わ け で は な い が 、 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 薬 剤 の 効 力 を 試 験 す る 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 含 む 発 現 タ ン
パ ク 質 の 発 現 お よ び 機 能 に よ り 影 響 さ れ る 病 気 に 対 す る 個 々 の 感 受 性 を 予 測 す る 、 お よ び
同 定 さ れ た 標 的 を タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 薬 剤 に 対 す る 個 々 の 応 答 性 を 予 測 す る の に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 型 ま た は ハ プ ロ タ イ プ お よ び 形 質 間 に
お け る 関 連 性 の 同 定 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 形 質 は 、 病 気 に 対 す る 感 受
性 、 病 気 の 重 篤 度 、 病 気 の 段 階 ま た は 薬 剤 に 対 す る 応 答 で あ る 。 上 記 方 法 は 、 効 力 測 定 、
Ｐ Ｋ 測 定 お よ び 副 作 用 測 定 を 含 む 、 遺 伝 子 型 お よ び 治 療 結 果 間 の 関 連 に つ い て の 可 能 性 が
存 在 す る 全 て の 薬 理 遺 伝 学 的 適 用 に つ い て の 診 断 的 検 査 お よ び 治 療 的 処 置 の 開 発 に お け る
適 用 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 に つ い て 測 定 さ れ た 多 型 デ ー タ を 記 憶 し 、 表 示
す る た め の コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム を 提 供 す る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー 処 理 ユ ニ ッ ト 、 デ ィ ス プ レ イ お よ び 多 型 デ ー タ を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 含 む 。 多 型 デ ー
タ は 、 レ フ ァ レ ン ス 集 団 に お け る 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４
Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型
部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る
Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 に つ い て 同 定 さ れ た 多 型 、 遺 伝 子 型 お よ び ハ プ ロ タ イ プ を 含 む 。 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー シ ス テ ム は 、 進 化 関 係 に し た が っ て 組 織 さ れ た 様 々
な ハ プ ロ タ イ プ を 示 す デ ィ ス プ レ イ を 作 製 し 得 る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
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　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 人 々 を そ の 遺 伝 子 変 化 の タ イ プ に し た が っ て 分 類 す る の
に 有 用 で あ る Ｓ Ｎ Ｐ プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ る Ｓ Ｎ Ｐ プ ロ ー ブ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ り 、 慣 用 的 対 立 遺 伝 子 識 別 検 定 法 に お い て Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 対 立 遺 伝 子 間 を 区 別 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 」 は 、 個 体 ま た は 個 体 の 群 間 に お い て 他 の 点 で
は 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 で 変 化 し 得 る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 す な わ ち 対 立 遺 伝 子 と し
て 存 在 す る 核 酸 配 列 で あ る 。 上 記 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 は 、 好 ま し く は 約 １ ５ ～ 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 で あ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 は 染 色 体 の 一 部 で あ り 得 る か 、 ま た は そ れ ら は 、 た と え ば Ｐ Ｃ Ｒ
ま た は ク ロ ー ニ ン グ を 通 じ て 染 色 体 の か か る 一 部 を 増 幅 す る こ と に よ る 、 染 色 体 の 一 部 の
正 確 な コ ピ ー で あ り 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 を 以 後 単 に 「 Ｓ Ｎ Ｐ 」 と 称 す 。 本 発 明 に よ る Ｓ Ｎ Ｐ
プ ロ ー ブ は 、 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 と 相 補 的 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 相 補 的 」 の 語 は 、 ワ ト ソ ン お よ び ク リ ッ ク が 言 う と こ ろ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 に わ た っ て 正 確 に 相 補 的 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 あ る 種 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の こ の 局 面 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｓ Ｎ
Ｐ 核 酸 の 一 対 立 遺 伝 子 と 相 補 的 で あ る が 、 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 他 の 対 立 遺 伝 子 と は 相 補 的 で は な
。 本 発 明 の こ の 実 施 態 様 に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 様 々 な 方 法 で Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 対 立 遺
伝 子 間 を 区 別 し 得 る 。 た と え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 、 適
切 な 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 一 対 立 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
す る が 、 Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 他 の 対 立 遺 伝 子 と は し な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 放 射 性 標 識 ま
た は 蛍 光 標 識 に よ り 標 識 さ れ 得 る 。 別 法 と し て 、 適 切 な 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 さ れ 得 、 そ の 場 合 ３ '末 端 ヌ ク レ オ チ ド は Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の 一 対
立 遺 伝 子 と 相 補 的 で あ る が 、 他 の 対 立 遺 伝 子 と は 相 補 的 で は な い 。 こ の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ
Ｃ Ｒ に よ る 増 幅 の 存 在 ま た は 不 存 在 が Ｓ Ｎ Ｐ 核 酸 の ハ プ ロ タ イ プ を 決 定 す る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 す な わ ち 、 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝 子 ま た は そ の フ ラ グ
メ ン ト に つ い て の レ フ ァ レ ン ス 配 列 の 多 型 変 異 型 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 レ フ ァ レ ン ス 配 列 は 、 標 準 的 ま た は 最 も 一 般 的 な 配 列 を 含 み 、
多 型 変 異 型 は 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ
４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位
の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位
に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 を 含 む 、 少 な く と も １ 個 の 多 型 を 含 む 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 本 発 明 の ゲ ノ ム お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 少 な く と も １ 個
の 新 規 多 型 部 位 を 含 み 、 少 な く と も １ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ を 有 し 、 遺 伝 子 の 完 全 長 ま で
の 範 囲 に 及 び 得 る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る フ ラ グ メ ン ト は １ ０ ０ ～ ３ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 お よ び 最 も 好 ま し く は ５ ０
０ ～ １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 本 発 明 で 同 定 さ れ た 多 型 部 位 に つ い て 記 載 す る 場 合 、 便 宜 上 遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 を と り あ
げ て い る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 で あ れ ば 認 め る と こ ろ で あ る が 、 興 味 の 対 象 で あ る 遺 伝
子 を 含 む 核 酸 分 子 は 、 相 補 的 ２ 本 鎖 分 子 で あ り う る た め 、 セ ン ス 鎖 に お け る 特 定 部 位 と い
う 場 合 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 鎖 に お け る 対 応 す る 部 位 に つ い て も 触 れ る こ と に な る 。 す な わ
ち 、 ど ち ら か の 鎖 に お け る 同 じ 多 型 部 位 を 指 す こ と に な り 得 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 多
型 部 位 を 含 む 標 的 領 域 に あ る い ず れ か の 鎖 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る よ う 設
計 さ れ 得 る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 記 載 の 様 々 な ゲ ノ ム 変 異 型 の セ ン ス 鎖 と
相 補 的 で あ る １ 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】

10

20

30

40

50

(79) JP 2005-522221 A 2005.7.28



　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 で は 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １
３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位
に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ
－ １ ベ ー タ 遺 伝 子 で の 患 者 の 多 型 パ タ ー ン を 同 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 上 記 多 型 部 位 で の
遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン 測 定 手 段 を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 上 記 キ
ッ ト は さ ら に Ｄ Ｎ Ａ 試 料 採 集 手 段 を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １
３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位
に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、 お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ
－ １ ベ ー タ 遺 伝 子 で の 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン を 測 定 す る 手 段 は 、 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 解
析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 特 に 、 興 味 の 対 象 で あ る 多 型 部 位 に お け る 遺 伝 子 多 型 パ タ ー ン を 測 定 す る 手 段 は 、 ２ 個
の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 得 る 。 ま た 、 興 味 の 対 象 で あ る 多 型 部 位 で の 遺 伝
子 多 型 パ タ ー ン を 測 定 す る 手 段 は 、 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 少 な く と も １ 個 の 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ ー 組 成 物 を 含 み 得 る 。 特 に 、 遺 伝 子 解 析 プ ラ イ マ
ー 組 成 物 は 、 少 な く と も ２ セ ッ ト の 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 含 み 得 る 。 好 ま し く
は 、 ２ 個 の 遺 伝 子 解 析 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 個 別 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ れ て い る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 総 括 的 に 本 明 細 書 記 載 の 本 発 明 方 法 は 、 本 発 明 に よ る キ ッ ト の 使 用 を さ ら に 含 み 得 る も
の と 理 解 す べ き で あ る 。 一 般 的 に 、 本 発 明 方 法 は エ ク ス ビ ボ （ ex-vivo） で 実 施 さ れ 得 、
上 記 エ ク ス ビ ボ 方 法 も 本 質 的 に 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 方 法 が ヒ ト ま た は 動 物
体 で 実 践 さ れ 得 る 段 階 を 含 み 得 る 場 合 、 ヒ ト ま た は 動 物 体 で は 実 践 さ れ な い 段 階 を 含 む だ
け の 方 法 も 本 質 的 に は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ 領 域 の 推 定 遺 伝 子 Ｄ Ｋ Ｆ Ｚ Ｐ ４ ３ ４ Ｃ １ ３ １ に お け る ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５
７ ３ 多 型 、 配 列 Ｘ ０ ２ ６ １ ２ に お け る ６ ８ １ ９ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 、
お よ び 配 列 Ｘ ０ ４ ５ ０ ０ の １ ４ ２ ３ 位 の 多 型 部 位 に あ る Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 遺 伝 子 の 発 現 に 対
す る 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 多 型 の 効 果 （ 複 数 も 可 ） は 、 遺 伝 子 の 多 型 変 異 型 を 含 む 組 換 え
細 胞 お よ び ／ ま た は 生 物 体 、 好 ま し く は 組 換 え 動 物 を 製 造 す る こ と に よ り 調 べ ら れ 得 る 。
本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 発 現 」 は 、 限 定 す る わ け で は な い が 以 下 の も の の 一 つ ま た は
そ れ 以 上 を 包 含 す る ： 前 駆 体 ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 遺 伝 子 の 転 写 、 前 駆 体 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン
グ お よ び 他 の プ ロ セ ッ シ ン グ に よ る 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 安 定 性 、 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 発 現 タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 （ コ ド ン 使 用 お よ び ｔ Ｒ Ｎ Ａ 利 用 能 を 含 む ） 、 お よ び 翻 訳 産 物
の グ リ コ シ ル 化 お よ び ／ ま た は 他 の 修 飾 （ 適 切 な 発 現 お よ び 機 能 に つ い て 要 求 さ れ る 場 合
） 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 細 胞 を 製 造 す る た め 、 所 望 の イ ソ 遺 伝 子 は 、 ベ ク タ ー で イ ソ 遺 伝 子 が 染
色 体 外 に 残 る よ う に 細 胞 へ 導 入 さ れ 得 る 。 か か る 状 況 で は 、 遺 伝 子 は 、 染 色 体 外 位 置 か ら
細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 イ ソ 遺 伝 子 は 、 そ れ が 細 胞 に 存 在 す
る 内 在 性 遺 伝 子 と 組 換 え ら れ る よ う に 細 胞 中 へ 導 入 さ れ る 。 上 記 組 換 え は 二 重 組 換 え 事 象
の 発 生 を 必 要 と し 、 そ れ に よ っ て 所 望 の 遺 伝 子 多 型 が 生 じ る 。 組 換 え お よ び 染 色 体 外 で の
維 持 の 両 方 を 目 的 と す る 遺 伝 子 導 入 用 ベ ク タ ー は 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 適 切 な ベ ク タ ー
ま た は ベ ク タ ー 構 築 物 で あ れ ば 全 て 本 発 明 で 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 電 気 泳 動 、 粒 子 衝 撃
、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 澱 お よ び Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 へ 導 入 す る た め の ウ イ ル ス 形 質 導 入 と い っ
た 方 法 は 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 し た が っ て 、 方 法 の 選 択 は 実 験 者 の 能 力 お よ び 好 み に よ
り 左 右 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 イ ソ 遺 伝 子 が 導 入 さ れ 得 る 細 胞 の 例 と し て は 、 限 定 す る わ け で は な い が 、 連 続 培 養 細 胞
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、 た と え ば Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｎ Ｉ Ｈ ／ ３ Ｔ ３ 、 お よ び 関 連 性 の あ る 組 織 型 の 一 次 ま た は 培 養 細 胞 が
あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ら が イ ソ 遺 伝 子 を 発 現 す る 。 上 記 組 換 え 細 胞 は 、 異 な る タ ン パ ク 質
変 異 型 の 生 物 活 性 を 比 較 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 変 異 型 遺 伝 子 を 発 現 す る 組 換 え 生 物 体 、 す な わ ち 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 当 業 界
で 公 知 の 標 準 的 手 順 を 用 い て 製 造 さ れ る 。 好 ま し く は 、 変 異 型 遺 伝 子 を 含 む 構 築 物 は 、 ヒ
ト 以 外 の 動 物 ま た は 動 物 の 原 種 へ 胚 段 階 、 す な わ ち １ 細 胞 段 階 で 、 ま た は 一 般 的 に は ほ ぼ
８ 細 胞 段 階 ま で に 導 入 さ れ る 。 本 発 明 の 構 築 物 を 担 う ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 当 業 者
に 公 知 の 幾 つ か の 方 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 一 方 法 で は 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 絶 縁 体 エ
レ メ ン ト 、 興 味 の 対 象 で あ る 一 遺 伝 子 ま た は 複 数 遺 伝 子 、 お よ び 当 業 者 に 知 ら れ て い る 他
の 成 分 を 含 む よ う に 構 築 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス を 胚 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ
り 、 導 入 遺 伝 子 と し て 絶 縁 性 遺 伝 子 （ 複 数 も 可 ） を 含 む 完 全 な シ ャ ト ル ベ ク タ ー が 提 供 さ
れ る 、 た と え ば 米 国 特 許 第 ５ ６ １ ０ ０ ５ ３ 号 参 照 。 別 の 方 法 で は 、 胚 へ 導 入 遺 伝 子 を 直 接
注 入 す る 。 第 三 の 方 法 で は 、 胚 性 幹 細 胞 を 使 用 す る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 イ ソ 遺 伝 子 が 導 入 さ れ 得 る 動 物 の 例 と し て は 、 限 定 は さ れ な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 他
の げ っ 歯 動 物 、 お よ び ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 が あ る （ “ The Introduction of Foreign Genes 
into Mice” お よ び そ こ に 引 用 さ れ て い る 参 考 文 献 、 Recombinant DNA、 J.D.Watson、 M.Gi
lman、 J.Witkowskiお よ び M.Zoller編 、 W.H.Freemanア ン ド ・ カ ン パ ニ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、
２ ５ ４ － ２ ７ ２ 頁 参 照 ） 。 ヒ ト イ ソ 遺 伝 子 を 安 定 し て 発 現 し 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 を 生 産 す る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 異 常 発 現 お よ び ／ ま た は 活 性 に 関 連 し た 病 気 を 試 験 し 、 様 々
な 候 補 薬 剤 、 化 合 物 、 お よ び こ れ ら の 病 気 の 症 状 ま た は 影 響 を 低 減 化 さ せ る 処 置 形 態 を ス
ク リ ー ニ ン グ お よ び 検 定 す る た め の 生 物 モ デ ル と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
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【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ ３ 】
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【 表 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 用 語 解 説 お よ び 定 義
　 以 下 の 定 義 は 、 前 記 で 頻 繁 に 使 用 さ れ て い る あ る 種 の 用 語 を 理 解 し 易 く す る た め の も の
で あ る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る 「 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ
メ ラ 、 １ 本 鎖 お よ び ヒ ト 化 抗 体 、 並 び に 、 Ｆ ａ ｂ ま た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 ラ イ ブ ラ
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リ ー の 生 成 物 を 含 む Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 般 的 に ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｒ Ｎ Ａ ） ま た は ポ リ デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｄ Ｎ Ａ ） を い い 、 非 修 飾 ま た は 修 飾 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ で あ り 得 る
。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 限 定 は さ れ な い が 、 １ 本 － お よ び ２ 本 － 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 本 － お
よ び ２ 本 － 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ る Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 本 － お よ び ２ 本 － 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び １ 本 － お
よ び ２ 本 － 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ る Ｒ Ｎ Ａ 、 １ 本 鎖 ま た は よ り 典 型 的 に は ２ 本 鎖 ま た は １ 本
－ お よ び ２ 本 － 鎖 領 域 の 混 合 物 で あ り 得 る Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を
包 含 す る 。 さ ら に 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ
Ｎ Ａ の 両 方 を 含 む ３ 本 鎖 領 域 を い う 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は ま た 、 １ 個 ま た は そ れ
以 上 の 修 飾 塩 基 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ お よ び 安 定 性 ま た は 他 の 理 由 の た め に 修 飾 さ れ
た バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 修 飾 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 互 い に 連 結 さ れ た
２ 個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち ペ プ チ ド ア イ ソ ス タ ー を い
う 。 「 ポ リ ぺ プ チ ド 」 と は 、 一 般 に ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー と 称 さ れ
る 短 鎖 、 お よ び 一 般 に タ ン パ ク 質 と 称 さ れ る 長 鎖 を い う 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ ０ 遺 伝 子 コ
ー ド 化 ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 得 る 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 自 然 過 程 、 た と え ば 翻
訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ に よ り 、 ま た は 当 業 界 で 公 知 の 化 学 的 修 飾 技 術 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 。 上 記 修 飾 は 、 基 本 的 テ キ ス ト お よ び よ り 詳 細 な モ ノ グ ラ フ 並 び に 多 量 の
研 究 文 献 に 充 分 に 記 載 さ れ て い る 。 修 飾 は 、 ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び
ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の い か な る 場 所 で も 起 こ り 得 る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 レ フ ァ レ ン ス 配 列 よ り も 短 い が 、 レ フ ァ レ ン
ス ポ リ ペ プ チ ド と 本 質 的 に 同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性 を 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド 配 列
を い う 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 「 変 異 型 」 と は 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る が 、 そ
の 本 質 的 特 性 を 保 持 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 典 型 的 変 異 型 は 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 異 な る 。 変 異 型 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 は 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に よ り コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 す る 場 合 も し な い 場 合 も あ り
得 る 。 ヌ ク レ オ チ ド 変 化 に よ り 、 下 記 で 検 討 さ れ て い る 通 り 、 レ フ ァ レ ン ス 配 列 に よ り コ
ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に お い て ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 融 合 お よ び 先 端 切 除 が も
た ら さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 典 型 的 変 異 型 は 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド と は ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る
。 一 般 的 に 、 レ フ ァ レ ン ス ポ リ ペ プ チ ド お よ び 変 異 型 の 配 列 が 全 体 的 に 密 接 に 類 似 し 、 多
く の 領 域 で 同 一 で あ る よ う に す る た め 改 変 は 制 限 さ れ る 。 変 異 型 お よ び レ フ ァ レ ン ス ポ リ
ペ プ チ ド は 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 を 組 み 合 わ せ た も の に よ り ア ミ ノ 酸
配 列 が 異 な り 得 る 。 置 換 ま た は 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 遺 伝 コ ー ド に よ り コ ー ド 化 さ
れ る も の で あ る 場 合 も そ う で な い 場 合 も あ り 得 る 。 典 型 的 同 類 置 換 に は 、 Ｇ ｌ ｙ 、 Ａ ｌ ａ
； Ｖ ａ ｌ 、 Ｉ ｉ ｅ 、 Ｌ ｅ ｕ ； Ａ ｓ ｐ 、 Ｇ ｌ ｕ ； Ａ ｓ ｎ 、 Ｇ ｌ ｎ － Ｉ  Ｓ ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ ； Ｌ
ｙ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ お よ び Ｐ ｈ ｅ お よ び Ｔ ｙ ｒ が あ る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 は 、 天 然 に 存 す る も の 、 た と え ば 対 立 遺
伝 子 で あ り 得 る か 、 ま た は 天 然 に 存 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 異 型 で あ り 得 る 。 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 非 天 然 変 異 型 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 に よ り 、 ま た は 直 接
合 成 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。

10

20

30

40

50

(84) JP 2005-522221 A 2005.7.28



【 ０ ３ ８ ３ 】
　 ま た 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 翻 訳 後 修 飾 、 た と え ば グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 メ チ ル 化
、 Ａ Ｄ Ｐ リ ボ シ ル 化 な ど を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も 変 異 型 と し て 包 含 さ れ る 。 実 例 と し て は
、 Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 の メ チ ル 化 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン の リ ン 酸 化 お よ び Ｃ － 末 端 グ リ
シ ン の 修 飾 が あ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 「 対 立 遺 伝 子 」 と は 、 ゲ ノ ム に お け る 所 定 の 座 位 で 生 じ る 遺 伝 子 の ２ 種 ま た は そ れ 以 上
の オ ル タ ー ナ テ ィ ブ 形 態 の 一 つ を い う 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 「 多 型 」 は 、 集 団 内 の ゲ ノ ム に お け る 所 定 の 位 置 に あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ お よ び 関 連
が あ る 場 合 に は コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ） の 変 異 を い う 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 「 一 塩 基 多 型 」 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） と は 、 集 団 内 で の 、 ゲ ノ ム に お け る 一 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で の
ヌ ク レ オ チ ド 変 異 性 の 発 生 を い う 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 遺 伝 子 内 ま た は ゲ ノ ム の 遺 伝 子 間 領 域 内 で
起 こ り 得 る 。 Ｓ Ｎ Ｐ は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 法 （ Ａ Ｓ Ａ ） を 用 い て 検 定 さ れ 得 る 。 こ の
過 程 に は 少 な く と も ３ プ ラ イ マ ー が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 共 通 プ ラ イ マ ー は 、 検 定 さ れ て い る 多 型 に 対 す る 逆 相 補 体 で 使 用 さ れ る 。 こ の 共 通 プ ラ
イ マ ー は 、 多 型 塩 基 か ら の ５ ０ ～ １ ５ ０ ０ ｂ ｐ で あ り 得 る 。 他 の ２ （ ま た は そ れ 以 上 の ）
プ ラ イ マ ー は 、 多 型 を 構 成 す る ２ （ ま た は そ れ 以 上 の ） 対 立 遺 伝 子 の 一 つ と マ ッ チ す る た
め に 最 終 ３ '塩 基 の ゆ ら ぎ 以 外 は 互 い に 同 一 で あ る 。 次 い で 、 各 々 共 通 プ ラ イ マ ー お よ び
対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の 一 つ を 用 い て 、 ２ （ ま た は そ れ 以 上 の ） Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 試 料
Ｄ Ｎ Ａ で 実 施 す る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 「 同 一 性 」 は 、 配 列 比 較 に よ り 測 定 さ れ た 、 ２ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ま た
は ２ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 関 係 を 反 映 す る 。 一 般 に 、 同 一 性 と は 、
比 較 さ れ て い る 配 列 の 全 長 に わ た る 、 ２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド
配 列 の そ れ ぞ れ 正 確 な ヌ ク レ オ チ ド 対 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 対 ア ミ ノ 酸 の 一 致 を い
う 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 「 相 同 体 」 は 、 レ フ ァ レ ン ス 配 列 に 対 す る 高 度 の 配 列 関 連 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 示 す の に 文 献 で 使 用 さ れ て い る 総 称 的 用 語 で あ る 。 上 記 関 連 性
は 、 前 記 の ２ 配 列 間 に お け る 同 一 性 お よ び ／ ま た は 類 似 性 の 程 度 を 測 定 す る こ と に よ り 定
量 さ れ 得 る 。 「 オ ル ト ロ グ 」 お よ び 「 パ ラ ロ グ 」 も こ の 総 称 的 用 語 に 包 含 さ れ る 。 「 オ ル
ト ロ グ 」 は 、 別 の 種 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 均 等 内 容 物 で
あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 「 パ ラ ロ グ 」 と は 、 同 種 内 で 機 能 的 に
類 似 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 引 用 さ れ た 参 考 文 献
　 限 定 す る わ け で は な い が 、 こ の 明 細 書 で 引 用 さ れ て い る 出 版 物 、 特 許 、 特 許 出 願 、 Ｇ ｅ
ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 受 入 番 号 、 Ｕ ｎ ｉ ｇ ｅ ｎ ｅ  Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ｅ ｒ 番 号 お よ び タ ン パ ク 質 受 入 番 号 を
含 む 全 出 版 物 お よ び 参 考 文 献 に つ い て は 、 個 々 の 出 版 物 ま た は 参 考 文 献 が 各 々 完 全 に 記 載
さ れ て い る も の と し て 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て 具 体 的 か つ 個 々 に 示 さ れ て い る か の よ う に 、
出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。 こ の 出 願 が 優 先 権 を 主 張 し て い る 特 許 出 願 が あ れ ば 、 出 版 物 お
よ び 参 考 文 献 に つ い て 上 記 し た 要 領 で そ れ も そ の ま ま 出 典 明 示 に よ り 援 用 す る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 本 発 明 は 、 こ の 出 願 に 記 載 さ れ て い る 実 施 態 様 に つ い て 限 定 さ れ て い る わ け で は な く 、
そ れ ら は 本 発 明 の 個 々 の 局 面 を 説 明 し て い る に 過 ぎ な い も の と す る 。 当 業 者 に は 容 易 に 理
解 で き る よ う に 、 本 発 明 の 多 く の 修 飾 お よ び 変 形 も そ の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と
な く 為 さ れ 得 る 。
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【 ０ ３ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 で 列 挙 さ れ た も の に 加 え て 、 本 発 明 の 範 囲 内 に お け る 機 能 的 に 均 等 内 容 の 方 法
お よ び 装 置 も 、 前 記 内 容 お よ び 添 付 図 面 か ら 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 理 解 で き る は ず で あ る
。 上 記 修 飾 お よ び 変 形 は 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。 本 発 明 は 、 添 付 さ
れ た 請 求 の 範 囲 に よ り 与 え ら れ る 均 等 内 容 の 全 範 囲 と 共 に 、 上 記 請 求 の 範 囲 に 関 し て の み
制 限 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ９ ３ 】
【 図 １ 】 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 数 の 最 適 化 。 遺 伝 子 の 最 適 数 決 定 に 関 す る 遺 伝 子 の 数 の 関 数
と し て の エ ラ ー 割 合 の プ ロ ッ ト 。 ５ ～ ５ ５ か ら 個 々 の 遺 伝 子 の 数 を 増 す こ と に よ り 計 算 さ
れ た 値 。 矢 印 は 、 偽 陰 性 （ Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ： Ｎ ＝ １ ） お よ び 偽
陽 性 （ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ ： Ｎ ＝ ４ ） を 最 小 限 に す る 遺 伝 子 （ Ｎ ＝
３ １ ） の 最 適 数 を 示 す 。
【 図 ２ 】 閾 値 相 関 値 の 測 定 。 ３ １ 遺 伝 子 の 最 適 化 セ ッ ト の 平 均 Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル を 用 い て 計 算 さ れ た Ｐ Ｃ Ｃ 。 偽 陰 性 は 、 患 者 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て Ｎ ｏ Ｃ Ｃ
ｙ Ｒ と し て 誤 分 類 さ れ た Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 患 者 に 等 し い 。 偽 陽 性 は 、 Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 有 す る も の と し て 誤 分 類 さ れ た Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 患 者 に 等 し い 。 矢 印 は 、 最 適 精 度 （ 偽 陰
性 （ Ｎ ＝ ２ ） お よ び 偽 陽 性 （ Ｎ ＝ ２ ） を 最 小 限 に す る ： ｒ ＝ ０ .５ ７ ） お よ び 最 適 化 特 異
性 （ １ ０ ％ 未 満 偽 陽 性 （ Ｎ ＝ １ ） ； ｒ ＝ ０ .５ ４ ） で の 閾 値 相 関 値 を 示 す 。
【 図 ３ 】 ３ １ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ク ラ ス タ ー 。 灰 色 目 盛 は 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 表 し 、 黒 色
は 低 発 現 性 を 表 し 、 薄 色 は 高 発 現 性 を 表 す 。 遺 伝 子 発 現 と 平 均 Ｎ ｏ Ｃ ｙ Ｒ 発 現 プ ロ フ ィ ー
ル と の 相 関 関 係 に し た が っ て 試 料 を 配 列 し 、 ジ ー ン ・ ス プ リ ン グ （ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ  Ｓ Ｐ Ｒ Ｉ Ｎ
Ｇ 、 登 録 商 標 ） に お け る ピ ア ソ ン 類 似 性 方 法 を 用 い て 遺 伝 子 の ク ラ ス タ リ ン グ を 実 施 し た
。 各 試 料 に つ い て の Ｃ Ｃ を 中 央 パ ネ ル で プ ロ ッ ト し 、 上 部 を 最 高 相 関 値 と す る 。 右 パ ネ ル
は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ の 現 状 を 表 し 、 黒 塗 り 部 分 は Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 患 者 を 示 し 、 白 色 部 分 は Ｎ ｏ Ｃ Ｃ ｙ Ｒ 患
者 を 表 す 。 実 線 は 、 偽 陰 性 を ＜ １ ０ ％ へ と 最 小 に す る こ と が 測 定 さ れ た 閾 値 を 示 し 、 こ れ
を 後 続 の 分 析 に 使 用 し た 。 点 線 は 、 偽 陰 性 を ゼ ロ に 減 ら す こ と に よ り 特 異 性 を さ ら に 増 し
た 閾 値 を 示 す （ ｒ ＝ ０ .４ ３ ７ ） 。
【 図 ４ 】 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 の 遺 伝 子 型 お よ び 細 胞 遺 伝 的 応 答 （ Ｏ Ｋ Ｒ ） 間 の 関 連 。
Ｏ Ｋ Ｒ を 伴 う 推 定 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 多 型 の 関 連 か ら の 確 率 （ Ｏ Ｒ ） は ４ .６ ９ で
あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ ３ 、 １ ７ .７ ６ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ ０ ０ ３ ６ で あ
る 。
【 図 ５ 】 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ マ ッ プ ・ ビ ュ ー ・ ビ ル ド ３ ０ か ら の １ ５ ｑ ２ ２ .３ ３ の 遺 伝 子 地 図 。
【 図 ６ 】 Ｃ Ｈ Ｒ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 遺 伝 子 座 の 関 連 。 Ｃ Ｈ Ｒ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 座 の 関 連 か ら の Ｏ
Ｒ は １ ２ .７ で あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ２ .６ － ６ ２ .１ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ ０ ４
で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 座 の 関 連 。 Ｍ Ｃ ｙ Ｒ と Ｉ Ｌ － １ ベ ー タ 座 の 関 連 か ら の
Ｏ Ｒ は ３ .０ で あ る （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ .２ － ７ .４ ） 。 こ の グ ラ フ に 伴 う ｐ 値 は ０ .０ １ ２ １
で あ る 。
【 図 ８ 】 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ 多 型 遺 伝 子 型 の 関 数 と し て の 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ）
。 １ ８ ヶ 月 デ ー タ を 用 い て 、 月 単 位 で 病 勢 進 行 ま で の 期 間 （ Ｔ Ｔ Ｐ ） を 示 す 生 存 分 析 プ ロ
ッ ト 。 ｒ ｓ ２ ２ ９ ０ ５ ７ ３ に つ い て Ｃ Ｃ 遺 伝 子 型 を も つ ２ ６ イ マ チ ニ ブ 処 置 患 者 の う ち ６
名 （ ２ ３ .１ ％ ） お よ び Ｃ Ｔ ま た は Ｔ Ｔ 遺 伝 子 型 を も つ ７ ９ 患 者 の う ち の ４ 名 （ ５ .１ ％ ）
が 進 行 事 象 を 経 験 し た 。 ロ グ ‐ ラ ン ク （ Ｌ ｏ ｇ － Ｒ ａ ｎ ｋ ） 検 定 に よ る 遺 伝 子 型 （ ０ .０
０ ４ １ ） お よ び ウ ィ ル コ ク ソ ン （ ０ .０ ０ ４ ９ ） 統 計 検 定 間 で 有 意 差 が 観 察 さ れ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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