
(57)【要約】
本発明は、各種の白血病及びリンパ腫の存在に関連する染色体変化の検出方法に関する。
この方法は、個体からリンパ球を含む生体サンプルを得るステップ、そのサンプルを分析
して、 RP11-147H23あるいは RP11-327P2内に存在する第 13番染色体領域に対応する第 13番
染色体領域における染色体欠失を検出するステップを含む。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 が リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 (ALL)あ る い は 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 (CLL)に 罹 患 し て い る 可
能 性 を 有 す る か 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、  
　 ａ ） リ ン パ 球 を 含 む 骨 髄 あ る い は 血 液 の サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ 、 及 び
　 ｂ ） 前 記 リ ン パ 球 に お い て 、 バ ク テ リ ア 人 工 染 色 体 (BAC)の RP11-147H23あ る い は RP11-3
27P2に 存 在 し て い る 第 13番 染 色 体 配 列 に 対 応 す る 、 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 の 全 て あ る
い は 一 部 が 欠 失 し て い る か ど う か を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 み 、
　 ス テ ッ プ ｂ ） で 検 出 さ れ た 欠 失 は 、 前 記 個 体 が CLLあ る い は ALLに 罹 患 し て い る 可 能 性 を
表 す
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2に 存 在 し て い る 第 13番 染 色 体 配 列 に 対 応 す る 第 13
番 染 色 体 の 13q14領 域 の 全 て あ る い は 一 部 が 欠 失 し て い る か ど う か の 検 出 が 、 蛍 光 in-situ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ス テ ッ プ ｂ ） が 、 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 ん で お り 、
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ は 、 BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2に 存 在 し て い る 第 13番
染 色 体 配 列 内 の 配 列 に 対 応 し 、
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は 、 第 13番 染 色 体 内 の 配 列 で あ っ て 、 BACの RP11-147H23及
び RP11-327P2に 存 在 し て い る 第 13番 染 色 体 の 前 記 領 域 の 外 の 配 列 に 対 応 し 、
　 前 記 細 胞 内 に お け る 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ 由 来 の ２ 組 の 共
-局 在 化 シ グ ナ ル は 欠 失 の 非 存 在 を 表 し 、 １ 組 の 共 -局 在 化 シ グ ナ ル は 欠 失 の 存 在 を 表 す
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 蛍 光
in-situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)に よ っ て 測 定 す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ を 、 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標
識 す る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド が 、 FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド -結 合 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ロ ー ダ ミ ン -結 合 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ が 、 BACの RP11-215B15ま た は RP11-131F1で あ る 、 請 求 項 ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 に お け る 欠 失 の 存 在 あ る い は 非 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ
っ て 、
　 ａ ） リ ン パ 球 を 含 む 骨 髄 あ る い は 血 液 由 来 の 細 胞 サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 及 び
　 ｂ ） テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 測 定 す
る ス テ ッ プ を 含 み 、
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ は 、 BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2に 存 在 す る 第 13番 染 色
体 配 列 内 の 配 列 に 対 応 し 、
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は 、 第 13番 染 色 体 上 の 配 列 で あ っ て 、 BACの RP11-147H23及
び RP11-327P2に 存 在 し て い る 第 13番 染 色 体 の 前 記 領 域 の 外 の 配 列 に 対 応 し 、
　 前 記 細 胞 内 に お け る 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ 由 来 の ２ 組 の 共
-局 在 化 シ グ ナ ル は 前 記 リ ン パ 球 内 の 欠 失 の 非 存 在 を 表 し 、 １ 組 の 共 -局 在 化 シ グ ナ ル は 前
記 リ ン パ 球 内 の 欠 失 の 存 在 を 表 す
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こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 蛍 光
in-situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)に よ っ て 測 定 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ を 、 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標
識 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド が 、 FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド -結 合 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ロ ー ダ ミ ン -結 合 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ が 、 BACの RP11-215B15ま た は RP11-131F1で あ る 、 請 求 項 ８
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 を 有 す る か 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、  
　 ａ ） 前 記 個 体 か ら リ ン パ 球 を 含 む 血 液 あ る い は 骨 髄 細 胞 を 得 る ス テ ッ プ 、
　 ｂ ） リ ン パ 球 の 中 に ２ つ の 完 全 な WDFY2遺 伝 子 の コ ピ ー が 存 在 す る か ど う か 測 定 す る ス
テ ッ プ を 含 み 、
　 WDFY2遺 伝 子 の 完 全 な コ ピ ー が ２ つ 未 満 で あ れ ば 、 前 記 個 体 が CLLに 罹 患 し て い る こ と が
示 唆 さ れ る 、
こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 ス テ ッ プ ｂ ） が 、 さ ら に
　 i） 前 記 リ ン パ 球 か ら mRNAを 単 離 す る ス テ ッ プ 、
　 ii） 単 離 し た mRNAを WDFY2mRNAの 一 部 と 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る
ス テ ッ プ 、
　 iii） 逆 転 写 を 利 用 し て 一 本 鎖 cDNAを 合 成 す る ス テ ッ プ 、
　 iv） ス テ ッ プ iii)で cDNAが 存 在 す れ ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 及 び 前 記 cDNAの 逆 鎖 と
相 補 的 な 一 組 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ス テ ッ プ iii)の cDNAを 増 幅 す る ス テ ッ プ 、
　 v） 増 幅 さ れ た cDNAの 存 在 あ る い は 非 存 在 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 み 、
　 増 幅 cDNAの 非 存 在 が 、 前 記 リ ン パ 球 に 存 在 す る WDFY2遺 伝 子 の 完 全 な コ ピ ー が ２ つ 未 満
で あ る こ と を 示 唆 す る
こ と を 特 徴 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ス テ ッ プ ii)の 前 記 プ ラ イ マ ー が 、 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ス テ ッ プ iii)の 前 記 プ ラ イ マ ー が 、 配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ２ で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 細 胞 内 に ２ つ の 完 全 な WDFY2遺 伝 子 の コ ピ ー が 存 在 す る か ど う か 測 定 す る た め に 、
　 第 １ プ ロ ー ブ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、
　 前 記 第 １ プ ロ ー ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 １ エ キ ソ ン 内 の 配 列 に 対 応 し 、 前 記 第 ２ プ ロ ー
ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 ２ エ キ ソ ン 内 の 配 列 に 対 応 し 、
　 共 -局 在 化 し て い な い 一 組 の シ グ ナ ル は 、 WDFY2遺 伝 子 の 完 全 な コ ピ ー が ２ つ 未 満 存 在 す
る こ と を 示 唆 す る 、
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 第 １ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 蛍 光 in-situハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン (FISH)に よ っ て 測 定 す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 第 １ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ を 、 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 す る 、 請 求 項 １ ７ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド が 、 FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド -結 合 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ロ ー ダ ミ ン -結 合 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 第 １ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ が 、 互 い に 異 な る も の で あ っ て 、
　 11I11、 35P6、 2N18、 2N16、 2K1及 び 12L24か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ ス ミ ド の 群 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る か 診 断 す る 際 に 使 用 さ れ る キ ッ ト で
あ っ て 、
　 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 含 ん で い る テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・
プ ロ ー ブ を 有 し 、
　 前 記 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ は 、 BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2に 存 在 す る 第 13番 染 色
体 領 域 に 対 応 す る 配 列 で あ る 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 の 一 部 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 し 、
　 前 記 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は 、 BACの RP11-147H23及 び RP11-327P2に 存 在 す る 第 13番 染
色 体 の 前 記 領 域 に 対 応 す る 前 記 配 列 外 の ヒ ト 第 13番 染 色 体 領 域 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド が 、 FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド -結 合 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ロ ー ダ ミ ン -結 合 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る か 診 断 す る 際 に 使 用 さ れ る キ ッ ト で
あ っ て 、
　 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 含 む 第 １ プ ロ ー ブ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ を 含 み 、
　 前 記 第 １ プ ロ ー ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 １ エ キ ソ ン 内 の 配 列 に 対 応 し 、
　 前 記 第 ２ プ ロ ー ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 ２ エ キ ソ ン 内 の 配 列 に 対 応 す る
こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド が 、 FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド -結 合 ヌ
ク レ オ チ ド ま た は ロ ー ダ ミ ン -結 合 ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 主 に リ ン パ 球 増 殖 性 疾 患 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 そ の よ う な 疾 患 に 関 連 す
る 染 色 体 変 化 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｂ 細 胞 性 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 (B-CLL)は 、 西 洋 諸 国 に お い て 最 も 一 般 的 な 白 血 病 で あ
り 、 そ の 推 定 発 生 率 は 、 一 年 あ た り 1/100,000で あ る 。 そ れ は 、 CD5マ ー カ ー を 発 現 し 、 寿
命 の 長 い （ 撹 乱 し た ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム に 起 因 す る 可 能 性 が あ る ） Ｂ リ ン パ 球 の モ ノ
ク ロ ナ ー ル 増 殖 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 疾 患 に 関 連 す る 遺 伝 子 変 化 が ま だ 特 定 さ れ て い な い た め 、 B-CLLの 分 子 病 態 に 関 す る 現
在 の 知 識 は 限 ら れ て い る 。 特 に B-CLLは 、 相 互 均 衡 型 染 色 体 転 座 と 関 連 し て い な い 。 従 っ
て 、 他 の 成 熟 Ｂ 細 胞 悪 性 腫 瘍 に お け る 染 色 体 転 座 に 関 与 す る プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン （ サ イ ク
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リ ン Dl、 BCL-2、 BCL-6、 PAX-5、 及 び c-MYCを 含 む ） は 、 B-CLLで は 主 に 変 化 し て い な い 。 B
-CLL症 例 の ご く 一 部 に お い て 、 癌 抑 制 遺 伝 子 p53（ 染 色 体 17p13上 ） の 不 活 性 化 及 び ATM遺
伝 子 （ 染 色 体 11q22-23上 ） の 欠 失 ま た は 変 異 が 報 告 さ れ て い る が 、 そ の よ う な 病 変 は 疾 患
の 後 期 に 観 察 さ れ 、 初 期 の 腫 瘍 原 性 イ ベ ン ト を 代 表 し な い 。 し か し な が ら 、 染 色 体 レ ベ ル
で 、 ヒ ト の 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 は 、 複 数 の 血 液 悪 性 腫 瘍 に お い て 非 常 に 頻 繁 に 失 わ
れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 染 色 体 13q14欠 失 (患 者 の 約 50%)は 、 B-CLLに 関 係 す る 最 も 一 般
的 な 染 色 体 変 化 で あ り (Dohner等 ， J Mol Med. ; 77： 266-281. 1999： Kalachikov等 ， Gen
omics.； 42:369-377. 1997)、 そ の 後 に 染 色 体 11qの 構 造 異 常 (症 例 の 19%)及 び 第 12番 染 色
体 の ト リ ソ ミ ー (15%)が 続 く 。 さ ら に 第 13番 染 色 体 の 欠 失 は 、 細 胞 遺 伝 学 的 に 検 出 可 能 な
唯 一 の 異 常 か も し れ ず 、 B-CLL発 病 に お い て 初 期 的 な 役 割 を 果 た し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 同 様 に 、 13q14変 化 （ 主 に 欠 失 ） は 、 急 性 白 血 病 、 多 発 性 骨 髄 腫 及 び マ ン ト ル 細 胞 リ ン
パ 腫 に お い て 頻 繁 に 観 察 さ れ る 。 13q14の 変 化 （ サ ン プ ル の 25～ 40%） は 、 転 帰 の 独 立 要 因
と し て 統 計 的 に 有 意 な 予 後 不 良 を 伴 う 骨 髄 腫 患 者 を も た ら す (Zojer等 、 Blood 2000 95: 1
925-30； Shaughnessy等 、 Blood 2000 96： 1505-11)。 第 13番 染 色 体 の 欠 失 が 、 意 義 不 明 の
単 ク ロ ー ン 性 γ グ ロ ブ リ ン 血 症 (MGUS)か ら 多 発 性 骨 髄 腫 へ の 移 行 と 関 連 す る こ と も 示 さ れ
た 。 13q14の 欠 失 は ま た 、 マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 症 例 の 50%で 観 察 さ れ る (Cuneo等 、 Blood 
1999 93: 1372-80)。  
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 CLLサ ン プ ル の 核 型 分 析 に よ り 、 13q14で 観 察 さ れ た 欠 失 の 特 異 性 及 び 発 生 頻 度 が 、 病 理
学 的 意 義 を 有 す る こ と を 示 唆 し て い る 、 相 対 的 に 少 な い 染 色 体 異 常 が 同 定 さ れ た 。 い く つ
か の グ ル ー プ は 、 欠 失 の 標 的 と な っ た 遺 伝 子 あ る い は 遺 伝 子 群 を 同 定 す る た め に 、 ポ ジ シ
ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ を 使 用 し た 。 1Mb以 上 の 領 域 が 完 全 に 配 列 決 定 さ れ 、 特 性 が 詳 細 に 明
ら か に な っ た (Bullrich等 、 Cancer Res 2001 61 : 6640-8； Migliazza等 、 Blood 2001 97
 : 2098-2104)。 い ま ま で の と こ ろ 、 CLLの 弧 発 性 及 び 家 族 性 の 症 例 に お い て 、 合 計 ８ つ の
遺 伝 子 ： Leu-l(BCMSあ る い は EST70/Leu-1)， Leu2(ALT1あ る い は IB4/Leu-2)， Leu5(CAR)，
CLLD6, KPNA3， CLLD7， LOC51131(推 定 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー プ ロ テ イ ン NY-REN-34抗 原 )及 び CLLD
8が 同 定 さ れ 、 DNA及 び ／ ま た は RNAレ ベ ル の 変 化 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。  し か し な が ら
、 広 範 囲 に 及 ぶ ヘ テ ロ 接 合 性 欠 失 (LOH)、 変 異 及 び 発 現 の 研 究 を 含 む 、 詳 細 な 遺 伝 子 解 析
で は 、 欠 損 し た 領 域 に 位 置 す る 遺 伝 子 の い ず れ か が 、 一 貫 し て 関 与 し て い る こ と を 実 証 す
る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ー カ ー D13S31及 び RB1の 間 の 13q14.3に お け る 最 小 限 欠 失 領 域 の 決 定 に 伴 い 、 ヘ テ ロ 接
合 性 欠 失 (LOH)状 態 に 対 し て 多 数 の 腫 瘍 を 分 析 す る こ と が 可 能 に な り 、 ホ モ 接 合 型 欠 失 が
主 に D13S25遺 伝 子 座 (Chapman等 , Oncogene 1994 9: 1289-93)の 周 辺 に 集 中 す る こ と が じ
き に 明 ら か に な っ た 。 ホ モ 接 合 型 欠 失 の 観 察 は 、 13q14に お け る 重 要 遺 伝 子 の 機 能 の 損 失
が 、 B-CLLの 発 展 に お い て 重 要 で あ る と い う こ と も 実 証 し た 。 多 数 の 腫 瘍 の そ の 後 の 解 析
は 、 ホ モ 接 合 型 欠 失 の 観 察 を 確 認 し 、 最 小 限 欠 失 領 域 の 範 囲 の 絞 り 込 み を 可 能 に し た 。 (B
ullrich等 , Blood 1996, 88 : 3109-15; Bouyge-Moreau等 , Genomics 1997,46 :183-90)
。  
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 絞 り 込 ま れ つ つ あ る 臨 界 領 域 を 定 義 す る こ と を 試 み る レ ポ ー ト に は い く つ か の バ リ エ ー
シ ョ ン が あ る が 、 こ れ ら は 、 こ れ ら の 症 例 に お け る 独 特 の 再 配 列 に 起 因 し て い る 可 能 性 の
あ る 単 一 腫 瘍 で の 観 察 に 依 存 し て い る こ と が 多 く 、 白 血 病 誘 発 と 無 関 係 か も し れ な い 。 現
在 、 臨 界 領 域 は 、 約 700kbの 領 域 内 に あ り 、 マ ー カ ー D13S319及 び D13S25に よ っ て 結 合 さ れ
て い る と 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ れ に 応 じ て 、 大 が か り な ス ク リ ー ニ ン グ が 、 様 々 な ア プ ロ ー チ を 利 用 し て 行 わ れ た （
そ の う ち 、 FISHは 最 も 重 要 な ア プ ロ ー チ の 一 つ で あ り 、 マ ー カ ー RB1， D13S25及 び D13S319
に 特 異 的 な ゲ ノ ム プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ て い る [Vysis社 な ど の 会 社 か ら 現 在 市 販 さ れ て い る
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]） 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ で 使 用 さ れ た 遺 伝 子 及 び ／ ま た は プ ロ ー ブ
は 、 い ず れ も 、 CLLに お い て 13q14欠 失 の 検 出 率 100%を 達 成 し 得 な か っ た 。 13q14の 同 じ 領
域 ／ 遺 伝 子 は 、 多 発 性 骨 髄 腫 及 び マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 で 研 究 さ れ た が 、 13q14に 位 置 す
る 潜 在 的 な 癌 抑 制 遺 伝 子 に 対 し て 一 貫 性 の あ る 観 察 結 果 は 得 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ の 後 、 特 有 の t(12； 13)(p12； ql4)転 座 (Meyer等 , Leukemia 2001 15(9): 1471-4)を
内 部 に 有 す る 患 者 の サ ン プ ル の 一 つ か ら 得 た 細 胞 株 を 利 用 し 、 急 性 白 血 病 に お け る 13q切
断 点 の 性 質 決 定 の た め の プ ロ ジ ェ ク ト が 開 始 さ れ た 。 こ の 細 胞 株 は 、 白 血 病 を 誘 発 す る 可
能 性 の あ る 病 原 性 事 象 の 分 子 特 性 を 確 立 す る た め に 、 こ の 再 配 列 内 に 含 ま れ る 遺 伝 子 （ 群
） を 同 定 す る 目 的 で 使 用 さ れ た 。 そ の よ う な 転 座 の 病 理 的 帰 結 の 一 つ は 、 個 々 の 染 色 体 上
に 通 常 見 う け ら れ る DNA断 片 の 近 位 由 来 の 腫 瘍 特 異 的 融 合 遺 伝 子 の 創 造 で あ る 。 他 方 、 反
回 性 の 染 色 体 欠 失 は 、 欠 失 領 域 内 の 癌 抑 制 遺 伝 子 の 存 在 、 そ の 他 の 変 異 と 関 連 す る 対 立 遺
伝 子 の 欠 失 を 示 唆 す る 。 染 色 体 12p12上 の 単 一 転 座 に 含 ま れ る 遺 伝 子 が 、 多 く の 均 衡 型 転
座 に 含 ま れ る ETV6遺 伝 子 と し て 同 定 さ れ る 一 方 、 潜 在 的 な パ ー ト ナ ー 遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化
す る 試 み は 成 功 し な か っ た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 個 体 が 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 (ALL)あ る い は 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 (CLL)を 有 す る
可 能 性 が 高 い こ と を 示 す ヒ ト 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 に お け る 染 色 体 変 化 を 検 出 す る 方
法 が 求 め ら れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が あ る か ど う か を 判 断 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 当 該 方 法 は 、 前 記 個 体 の リ ン パ 球 を 含 む 血 液 あ る い は 骨 髄 由 来 の 細 胞
サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ 、 第 13番 染 色 体 13q14領 域 の 一 部 （ こ の 配 列 は 、 バ ク テ リ ア 人 工
染 色 体 (BAC)の RP11-147H23あ る い は RP11-327P2内 の 第 13番 染 色 体 の 配 列 に 対 応 す る ） が 欠
失 し て い る か ど う か 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て 、 個 体 の 細 胞 に お い て 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 の 一 部 が 欠 失 し
て い る か ど う か を 検 出 す る ス テ ッ プ に は 、 個 体 の 染 色 体 を 蛍 光 in-situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン (FISH)分 析 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は 、 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及
び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 決 定 す る た め に 、 FISH
分 析 が 行 わ れ る （ テ ス ト ・ プ ロ ー ブ は BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2内 の 配 列 に 対
応 し 、 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は BACの RP11-147H23及 び RP11-327P2内 の 領 域 外 の 第 13番 染
色 体 上 の 配 列 に 対 応 す る ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン に お い て 、 テ ス ト 及 び コ
ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ か ら 得 ら れ る 共 -局 在 化 シ グ ナ ル が ２ 組 あ れ ば 、 欠 失 は な く 、 共 -局
在 化 シ グ ナ ル が 一 組 だ け で あ れ ば 、 欠 失 の 存 在 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 の 一 部 が 欠 失 し て い る か ど う か 検 出 す る
ス テ ッ プ に 、 細 胞 内 に WDFY2の 完 全 な コ ピ ー が ２ つ あ る か ど う か 測 定 す る た め 、 WDFY2遺 伝
子 を 含 む 第 13番 染 色 体 の 領 域 を FISH分 析 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 方 法 の 一 実 施 形 態 で は
、 第 １ 及 び 第 ２ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン が 測 定 さ れ る （ 第 １ プ ロ ー
ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 １ エ キ ソ ン に 対 応 し 、 第 ２ プ ロ ー ブ は 、 WDFY2遺 伝 子 の 第 ２ エ キ ソ
ン に 対 応 す る ） 。 一 組 の み の 共 -局 在 化 シ グ ナ ル を 有 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ
ー ン が 検 出 さ れ れ ば 、 細 胞 内 に WDFY2遺 伝 子 の 完 全 な コ ピ ー が 一 つ 存 在 す る こ と が 示 唆 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 を 分 析 す る ス テ ッ プ に は 、 BACの RP11-147H23に 対 応 す る 第 13番
染 色 体 の 領 域 内 に 存 在 す る 遺 伝 子 か ら 転 写 し た mRNAの 存 在 を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ
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の 方 法 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 WDFY2遺 伝 子 か ら 発 現 さ れ る mRNAの 存 在 あ る い は 非
存 在 を 検 出 す る た め に 、 RT-PCRが 行 わ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る と 診 断 さ れ る 可 能 性 が 高 い か ど う か を
判 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 個 体 の 血 液 あ る い は 骨 髄 由 来 の 細 胞 サ ン プ ル （
サ ン プ ル は リ ン パ 球 を 含 む ） を 採 取 す る ス テ ッ プ 、 及 び 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 の 一 部
が 欠 失 し て い る か ど う か 検 出 す る ス テ ッ プ が 含 ま れ る 。 欠 失 し て い る か ど う か を 分 析 す る
13q14部 分 は 、 D13S25及 び D13S31マ ー カ ー の 間 に 存 在 し 、 バ ク テ リ ア 人 工 染 色 体 (BAC)の RP
11-147H23あ る い は RP11-327P2内 に 存 在 す る 第 13番 染 色 体 の 領 域 に 対 応 す る 。 こ の 領 域 内
の 欠 失 の 検 出 は 、 個 体 が CLLあ る い は ALLに 罹 患 し て い る 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 分 析 さ れ る リ ン パ 球 は 、 な ん ら か の 方 法 で 採 取 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 リ
ン パ 球 は 、 標 準 的 な 瀉 血 技 術 を 用 い て 採 取 さ れ た 血 液 中 に 存 在 し う る 。 リ ン パ 球 を 含 む 骨
髄 は 、 骨 組 織 内 に 挿 入 し た ニ ー ド ル を 用 い た 吸 引 あ る い は 生 検 に よ っ て 採 取 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 リ ン パ 球 内 の 核 酸 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 制 限 断 片 長 多 型 分 析 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 (PCR)、 逆 転 写 PCR(RT-PCR)、 RACE法 、 FISH分 析 、 あ る い は 核 酸 検 出 に
関 し 当 業 者 に 既 知 の 方 法 な ど 、 染 色 体 欠 失 を 検 出 す る 様 々 な 方 法 に よ っ て 分 析 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 個 体 が ALLあ る い は CLLに 罹 患 し て い る と 診 断 さ れ る 可 能 性 が あ る か
ど う か を 判 定 す る た め に 、 FISHが 用 い ら れ る 。 FISHは 、 変 性 染 色 体 DNAに 対 す る 蛍 光 標 識 D
NA（ プ ロ ー ブ ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 染 色 体 あ る い は 染 色 体 領 域 の 存 在 ま
た は 非 存 在 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 細 胞 遺 伝 学 的 手 法 で あ る 。 FISHは 、 当 業 者 に 既 知
の 方 法 で 行 う こ と が で き る が 、 世 界 中 の 多 く の 研 究 室 で 行 わ れ る FISHの 手 順 は 、 一 般 に 、
Kuo等 ("Detection of Aneuploidy Involving Chromosomes 13,　 18 or 21, by Fluoresce
nce in Situ Hybridization to Interphase and Metaphase Amniocytes, "Am. J. Hum. G
enet. 49: 112-119 (1991))； Klinger等 ("Rapid Detection of Chromosome Aneuploidies
 in Uncultured Amniocytes by Using Fluorescence in Situ Hybridization(FISH)," Am
 J. Hum. Genet. 51: 55-65 (1992))； 及 び Ward, B. E.等 ("Rapid Prenatal Diagnosis o
f Chromosomal Aneuploidies by Fluorescence in Situ Hybridization; Clinical Exper
ience with 4,500 Specimens, "Am. J. Hum. Genet. 52: 854-865 (1993))ら の 手 順 と 同
様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 般 に 、 FISH分 析 の 実 行 は 、 染 色 体 DNAを 含 む 生 体 サ ン プ ル を 採 取 す る ス テ ッ プ 、 DNAを
変 性 さ せ る ス テ ッ プ 、 変 性 染 色 体 DNAに 蛍 光 標 識 DNAを ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ る ス テ ッ プ 及
び 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用 し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
FISH分 析 に 使 用 す る た め の 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 得 る 方 法 は 、 業 界 で は 広 く 知 ら れ て お り 、
例 え ば 、 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ り DNAプ ロ ー
ブ を 標 識 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 こ れ は 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 行 う こ と が で き る (V
ysis， Downers Grove， IL)。 好 適 な 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 緑 の 蛍
光 を 発 す る FITC-標 識 ヌ ク レ オ チ ド 、 赤 の 蛍 光 を 発 す る テ キ サ ス ・ レ ッ ド (Texas Red)結 合
ヌ ク レ オ チ ド な ど が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 FISH分 析 は 、 プ ロ ー ブ と し て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 行 う こ と
が で き 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト 第 13番 染 色 体 上 の ヒ ト 染 色 体 13q14領 域 部 分 を 有
す る 。 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ス ミ ド 、 酵 母 人 工 染 色 体 あ る い は バ ク テ リ ア 人
工 染 色 体 (BACs)の 一 部 を 含 む 、 様 々 な 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 あ る 実 施 形 態 で は 、 FISHを 使 用 し て 、 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ 及 び テ ス ト ・ プ ロ ー ブ の
相 対 的 位 置 を 検 出 し て 、 第 13番 染 色 体 の 13q14領 域 内 に 欠 失 が あ る か ど う か を 判 定 す る こ
と に よ っ て 、 個 体 が CLLあ る い は ALLに 罹 患 し て い そ う か ど う か を 判 断 す る 。 あ る 実 施 形 態
で は 、 欠 失 が 分 析 さ れ る 第 13番 染 色 体 の 領 域 は 、 BACの RP11-147H23 あ る い は RP11-327P2
に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う な 方 法 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 BACの RP11-147H23の 配 列 に 対 応 す る 第 13番 染 色
体 領 域 を 含 む テ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る FISH分 析 は 、 第 13番 染 色 体 の そ
の 他 の 部 分 （ BACの RP 11-147H23配 列 に 対 応 す る 領 域 外 の 部 分 ） と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る
コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ と の 組 み 合 わ せ で 使 用 す る こ と が で き る 。 各 プ ロ ー ブ は 、 お 互 い
に 区 別 す る こ と が で き る よ う 、 異 な る 色 の 蛍 光 を 発 す る 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標 識
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 正 常 な 第 13番 染 色 体 に 対 す る こ の 組 の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 各 組 の プ
ロ ー ブ 由 来 の シ グ ナ ル が 、 １ つ の 第 13番 染 色 体 の 染 色 分 体 上 に 共 -局 在 化 す る と い っ た 予
測 可 能 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 生 じ る 。 こ の 結 果 は 、 細 胞 内 の ２ つ の 第 13
番 相 同 染 色 体 の 各 染 色 分 体 上 に 生 じ る （ Ｓ 期 後 、 セ ン ト ロ メ ア で 連 結 し て い る 複 製 染 色 分
体 に 基 づ き 、 各 染 色 体 上 に 各 プ ロ ー ブ に 対 す る ２ つ の 結 合 サ イ ト が あ る ）
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 方 、 BACの RP11-147H23配 列 に 対 応 す る 染 色 体 領 域 内 の 欠 失 を 有 す る 細 胞 に 対 し て 、 同
様 の FISH分 析 を 行 っ た 場 合 、 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン が 生 じ る で あ ろ う
。 こ の 場 合 、 １ 組 の プ ロ ー ブ は 、 正 常 な 第 13番 染 色 体 上 で 共 -局 在 化 す る か も し れ な い が
、 欠 失 を 有 す る 相 同 染 色 体 上 の プ ロ ー ブ の 組 は 、 共 -局 在 化 し な い で あ ろ う 。 む し ろ 、 テ
ス ト ・ プ ロ ー ブ 由 来 の シ グ ナ ル は 、 BACの RP11-147H23配 列 に 対 応 す る 染 色 体 領 域 が 転 座 し
た こ と が 原 因 で 、 異 な る 染 色 体 上 に 分 離 す る か も し れ な い 。 BACの RP11-147H23に 対 応 す る
染 色 体 領 域 が 完 全 に 欠 失 し て い る 場 合 、 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 由 来 の シ グ ナ ル は 、 全 く 検 出 さ
れ な い 。 こ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン は 、 そ の 染 色 体 を 採 取 し た 個 体 が
CLLあ る い は ALLと 診 断 さ れ 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 BACの RP11-147H23に 対 応 す る 染 色 体 領 域 内 に 欠 失 が あ る 細 胞 で FISH
分 析 を 行 っ た 場 合 、 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は 、 欠 失 の 反 対 側 に あ
る か も し れ な い 。 こ の 実 施 形 態 で は 、 正 常 な 第 13番 染 色 体 及 び BACの RP11-147H23に 対 応 す
る 染 色 体 領 域 内 に 欠 失 を 有 す る 第 13番 染 色 体 が 存 在 す る 場 合 、 テ ス ト ・ プ ロ ー ブ 及 び コ ン
ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ は 、 正 常 な 第 13番 染 色 体 上 に 共 -局 在 化 し 、 欠 失 を 有 す る 染 色 体 上 で
共 -局 在 化 し な い で あ ろ う 。 327由 来 の シ グ ナ ル も ま た 、 327ク ロ ー ン が 染 色 体 切 断 点 に ま
た が ら な い た め 、 分 裂 し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 FISH分 析 に お い て 、 BACの RP11-147H23内 に 存 在 す る 第 13番 染 色 体 の
領 域 に 対 応 す る 染 色 体 領 域 部 分 に 対 応 す る プ ロ ー ブ の パ ネ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の こ の 実 施 形 態 は 、 細 胞 中 に WDFY2遺 伝 子 (GenBank WDFY2 cDNA 受 入 番 号 ： NM052950)
の ２ つ の 完 全 な コ ピ ー が あ る か ど う か を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法
の 一 実 施 形 態 で は 、 第 １ 及 び 第 ２ の 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ の FISHハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ
タ ー ン が 測 定 さ れ る （ 第 １ プ ロ ー ブ は WDFY2遺 伝 子 の 第 １ エ キ ソ ン に 対 応 し 、 第 ２ プ ロ ー
ブ は WDFY2遺 伝 子 の 第 ２ エ キ ソ ン に 対 応 す る ） 。 共 -局 在 化 シ グ ナ ル が 一 組 の み 検 出 さ れ る
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン は 、 細 胞 内 に WDFY2遺 伝 子 の 完 全 な コ ピ ー が 一 つ だ け
存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 を サ ン プ ル 内 の 細 胞 か ら 単 離 し 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、
サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 制 限 断 片 長 多 型 分 析 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 (PCR)、 逆 転 写 PCR(RT-PC
R)、 RACE法 (RACE)な ど 、 核 酸 検 出 の 分 野 の 当 業 者 に 既 知 の 何 ら か の 方 法 に よ っ て 分 析 し 、
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BACの RP11-147H23あ る い は RP11-327P2配 列 に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 の 領 域 内 の 欠 失 を 証 明
す る こ と に よ っ て 、 個 体 が ALLま た は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い か ど う か 判 断 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 例 え ば 、 核 酸 （ PCR分 析 の 場 合 は 一 般 に DNAで あ り 、 RT-PCR分 析 に 対 し て は 総 mRNA） を 血
液 細 胞 あ る い は 骨 髄 中 の リ ン パ 球 か ら 抽 出 す る 。 DNA及 び RNAは い ず れ も 、 当 業 界 で 周 知 の
一 般 的 な 方 法 に よ っ て 抽 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Maniatis, T.等 の "Molecular Clo
ning-A Laboratory Manual"、 Cold Spring Harbor Laboratory (1982)を 参 照 で き る 。 PCR
反 応 は 、 当 業 者 に 既 知 の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 同 様 に 、 mRNAを 単 離 し た 場 合 は
、 RT-PCRに か け れ ば よ い 。 一 般 に 、 RT-PCRは 、 mRNAを cDNAに 逆 転 写 す る ス テ ッ プ 、 そ の 後
、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 に よ っ て 逆 転 写 さ れ た cDNAを 増 幅 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に よ れ ば 、 RT-PCR反 応 に 対 し 、 BACの RP11-147H23ク ロ ー ン の 配 列 に
対 応 す る DNA領 域 か ら 転 写 し た mRNAを 増 幅 す る こ と が で き る プ ラ イ マ ー を 、 そ の よ う な mRN
Aの 存 在 あ る い は 非 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 し て も よ い （ そ の よ う な mRNAが 存 在 し な け
れ ば 、 そ の 総 mRNAを 採 取 し た 個 体 が 、 ALLま た は CLLと 診 断 さ れ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る ）
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 RT-PCRは 、 WDFY2遺 伝 子 由 来 の cDNAを 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。
明 細 書 中 に 開 示 す る よ う に 、 BACの RP11-147H23は 、 染 色 体 切 断 点 に ま た が る WDFY2遺 伝 子
を 含 み 、 こ の 範 囲 で 染 色 体 欠 失 が 存 在 す る 場 合 、 そ の 染 色 体 が 採 取 さ れ た 個 体 は 、 ALLあ
る い は CLLに 罹 患 し て い る と 診 断 さ れ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 PCR及 び RT-PCR反 応 産 物 は い ず れ も 、 当 業 界 で 既 知 の 方 法 （ ゲ ル 電 気 泳 動 、 DNA塩 基 配 列
決 定 法 な ど を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い ） に よ っ て 分 析 で き る 。 BACの RP11-147H23 あ る
い は RP11-327P2配 列 に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 内 に 正 常 に 位 置 す る 核 酸 配 列 の 増 幅 は 、
染 色 体 欠 失 を 示 さ ず 、 こ の よ う な 増 幅 が な け れ ば 、 そ の 領 域 内 の 欠 失 の 証 拠 と な る 。 こ の
よ う な 欠 失 は 、 RT-PCRで 分 析 し た サ ン プ ル が 採 取 さ れ た 個 体 が 、 CLLに 罹 患 し て い る 可 能
性 が 高 い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 は 、 BACの RP11-147H23ま た は RP11-327P2に 存 在 し て い る 第
13番 染 色 体 領 域 に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 内 の 染 色 体 欠 失 を 検 出 す る キ ッ ト に 関 す る 。
 
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 詳 細 に 説 明 す る （ 実 施 例 は い か な る 限 定 も 意 味 し な い ） 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 実 施 例 は 、 個 体 が ALLま た は CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い か 判 断 す る 際 に 使 用 す る
DNA配 列 を 同 定 す る た め の 実 例 を 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 そ の よ う な 配 列 を 同 定 す る た め に 、 ヒ ト 第 13番 染 色 体 へ の FISH染 色 体 歩 行 ア プ ロ ー チ を
、 RPCIの BACク ロ ー ン 、 RP11-147H23、 RP11-215B15(GenBank 受 入 番 号 ： AL136527)、 RP11-
131F1(AL157761)及 び RP11-327P2(AL 162377)（ 明 細 書 中 で は そ れ ぞ れ "147"、 "215"、 "131
"及 び "327"と も 表 す ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 FISH分 析 で 使 用 す る た め の BACク ロ ー ン を 調 製 す る た め に 、 BACの DNAを 、 DNA抽 出 キ ッ ト
(Qiagen)を 用 い て 大 腸 菌 か ら 抽 出 し た 。 そ の 後 、 抽 出 し た BACの DNAに 、 市 販 の キ ッ ト を 用
い て 、 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 標 識 法 を 適 用 し た
(Vysis, Downers Grove, IL)。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ れ ら の ク ロ ー ン を ダ ブ ル カ ラ ー FISH分 析 で 使 用 し た 。 こ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 215
ク ロ ー ン を 、 個 体 の FISH分 析 に お い て 、 残 り ３ つ の BACク ロ ー ン の ぞ れ ぞ れ と 組 み 合 わ せ
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て 使 用 し た 。 215ク ロ ー ン は 、 赤 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 し て 、 第 13番 染 色 体 上 の 基 準 点 と し
て 役 立 ち 、 赤 の 蛍 光 シ グ ナ ル の 位 置 は 、 FISH分 析 結 果 に お い て 、 第 13番 染 色 体 の 物 理 的 な
位 置 に 対 応 す る 。 他 の BACク ロ ー ン は 、 緑 色 の 蛍 光 シ グ ナ ル を 発 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 １ は 、 13q14領 域 内 で 第 13番 染 色 体 の 転 座 が あ る こ と が 知 ら れ て い る MUTZ5細 胞 株 （ 左
の 上 下 パ ネ ル ） 、 正 常 な 個 体 か ら 採 取 し た 細 胞 （ 右 上 パ ネ ル ） 及 び CLL患 者 か ら 採 取 し た
細 胞 （ 右 下 パ ネ ル ） に お け る FISH分 析 を 示 す 。 ４ つ の パ ネ ル の 中 央 に 示 し た 染 色 分 体 は 、
下 流 方 向 に お け る Rb遺 伝 子 座 、 D13S319マ ー カ ー 、 D13S25マ ー カ ー 、 WDFY2遺 伝 子 及 び D13S
31遺 伝 子 座 そ れ ぞ れ の 相 対 位 置 の マ ッ プ を 含 む 。 赤 の 垂 直 方 向 の バ ー は 、 215ク ロ ー ン (コ
ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ )の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 位 置 を 示 し 、 緑 の 垂 直 方 向 の バ ー は 、
残 り ３ つ の BACク ロ ー ン （ テ ス ト ・ プ ロ ー ブ ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 位 置 を 示 す （ ３
つ の 数 字 の 省 略 形 で 示 す ） 。 矢 印 は 、 ど の BACク ロ ー ン を 用 い て ４ つ の パ ネ ル そ れ ぞ れ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 生 じ た か を 示 す 。 215ク ロ ー ン は 各 パ ネ ル で 使 用 さ
れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 １ か ら 分 か る よ う に 、 右 上 の パ ネ ル は 、 共 -局 在 化 シ グ ナ ル を 生 じ た 215及 び 131ク ロ
ー ン の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る （ 第 13番 染 色 体 相 同 体 の ２ つ の 染 色 分 体 の そ れ ぞ れ
に 対 す る ク ロ ー ン の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が あ る た め 、 ２ セ ッ ト の シ グ ナ ル が あ る ） 。
赤 あ る い は 緑 の シ グ ナ ル の ど ち ら も 消 滅 せ ず あ る い は 異 な る 染 色 体 に 転 座 (言 い 換 え れ ば
、 非 -共 局 在 化 )し な い の で 、 こ の 結 果 か ら 、 こ れ ら の ク ロ ー ン と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 染
色 体 座 は 、 転 座 中 に 染 色 体 切 断 が 起 こ る 位 置 の 外 側 に あ る こ と が 実 証 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 １ の 右 下 側 の パ ネ ル に 示 す ク ロ ー ン 215及 び 327の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ CLLに 罹
患 し た 患 者 か ら 採 取 し た ２ つ の 細 胞 を 示 す ） は 、 １ つ の 緑 及 び １ つ の 赤 の シ グ ナ ル が 「 正
常 な 」 第 13番 染 色 体 相 同 体 上 に 共 -局 在 化 し 、 他 の 赤 及 び 緑 の シ グ ナ ル の ペ ア は 分 裂 す る
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 生 じ る 。 こ の 結 果 は 、 染 色 体 切 断 点 が 215及 び 327ク
ロ ー ン の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン サ イ ト の 間 に 局 在 化 し て い る こ と を 示 す 。 １ 組 の プ ロ ー
ブ に 関 し て 、 検 出 さ れ た 緑 の シ グ ナ ル が 全 て 赤 の シ グ ナ ル か ら 分 離 し て い る た め 、 327プ
ロ ー ブ と 相 補 的 な 配 列 を 含 む 染 色 体 部 分 は 、 215ク ロ ー ン と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 染 色 体
領 域 か ら 離 れ て 転 座 し た こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 １ の 左 の 上 下 パ ネ ル に お い て 、 ク ロ ー ン 215及 び 147の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 １
つ の 緑 及 び １ つ の 赤 の シ グ ナ ル が 共 -局 在 化 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 生
じ る 。 し か し 、 他 の ペ ア の 赤 と 緑 の シ グ ナ ル で は 、 正 常 な 赤 の シ グ ナ ル が 小 さ な 緑 の シ グ
ナ ル と と も に 共 -局 在 化 し て い た 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン は 、 147ク ロ ー
ン の 一 部 が 結 合 す る 染 色 体 の 一 部 の 転 座 に 原 因 が あ る 。 ま た 、 別 の 小 さ な 緑 の シ グ ナ ル が
、 派 生 （ 転 座 パ ー ト ナ ー ） 染 色 体 12上 に 見 ら れ 、 第 13番 染 色 体 の 転 座 部 分 の 位 置 が 示 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 本 実 施 例 は 、 CLL細 胞 内 の 染 色 体 切 断 点 の 同 定 を 実 証 す る も の で あ り 、 ク ロ ー
ン 147は 、 転 座 に 関 与 す る 配 列 群 ／ 遺 伝 子 （ 群 ） を 含 む 染 色 体 切 断 点 に ま た が っ て お り 、
ま た 、 RP11-327P2内 に 存 在 す る 第 13番 染 色 体 配 列 に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 は 、 前 記 切
断 点 の 下 流 に あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 実 施 例 は 、 実 施 例 １ に 記 載 し た ダ ブ ル カ ラ ー FISH分 析 が 、 個 体 が ALLに 罹 患 し て い る
可 能 性 が あ る と 判 断 す る た め に 有 用 で あ る こ と を 実 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ALLと 診 断 さ れ た ９ つ の 個 体 か ら 得 た 一 連 の 骨 髄 サ ン プ ル を 、 RP11-215B13（ 実 施 例 １ の
ク ロ ー ン 215） と 供 に RP11-147H23ク ロ ー ン で 分 析 し た 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 前 述 の よ う
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に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ 、 実 施 例 １ で 記 載 し た よ う に 検 出 さ れ た 。 表 １ に ま と め る よ う に
、 ９ つ の サ ン プ ル の う ち ８ つ が 、 一 つ の 対 立 遺 伝 子 の 欠 失 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ に 対 し （ － ） を 示 す 患 者 は 、 コ ン ト ロ ー ル ・ プ ロ ー ブ と 相 補 的
な 染 色 体 領 域 を 包 含 す る 染 色 体 を 欠 失 し て い る も の と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 従 っ て 、 本 実 施 例 は 、 ALLと 診 断 さ れ た 個 体 の 第 13番 染 色 体 領 域 内 の 欠 失 を 検 出 す る た
め に 、 ク ロ ー ン 147が 使 用 で き る こ と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 実 施 例 は 、 実 施 例 １ に 記 載 し た ダ ブ ル カ ラ ー FISH分 析 が 、 個 体 が CLLに 罹 患 し て い る
可 能 性 が 高 い と 判 断 す る た め に 有 用 で あ る こ と を 実 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 CLLに 罹 患 し た 個 体 の 染 色 体 を 研 究 す る た め に 、 １ ０ の CLL症 例 を 無 作 為 に 選 択 し 、 FISH
分 析 し た 。 図 ２ の ３ つ の パ ネ ル に 示 さ れ る よ う に 、 １ ０ の ア ッ セ イ は 全 て （ 図 ２ の パ ネ ル
１ ～ ３ に 分 布 し て い る ） 、 欠 失 FISHハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 示 し た （ 共 -局
在 化 し た 一 対 の 赤 と 緑 の シ グ ナ ル 及 び 147ク ロ ー ン が 正 常 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 領 域 が
欠 失 し た 第 13番 染 色 体 由 来 の 不 対 の 赤 の シ グ ナ ル に よ っ て 各 症 例 で 実 証 さ れ る ） 。 さ ら に
、 ロ ズ ウ ェ ル ・ パ ー ク 癌 研 修 所 (RPCI)か ら 入 手 し た ２ ５ の CLL症 例 を 、 前 記 技 術 を 用 い て
研 究 し た 結 果 、 こ れ ら ２ １ 症 例 の う ち １ ８ 例 (85%)が 、 欠 失 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ
タ ー ン を 示 し た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 さ ら に 、 一 連 の 非 選 択 サ ン プ ル も 、 147及 び 215ク ロ ー ン を 用 い て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ
、 FISHで 分 析 し た 。 表 ２ に ま と め た 結 果 は 、 ク ロ ー ン 147に 対 す る 欠 失 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ・ パ タ ー ン を 示 す 細 胞 の パ ー セ ン ト を 表 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ５ ２ 】
　 表 ２ は 、 CLLに 罹 患 し た 個 体 が 、 147ク ロ ー ン 内 の ヒ ト 第 13番 染 色 体 領 域 に 対 応 す る 第 13
番 染 色 体 領 域 の 欠 失 を 特 徴 と す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン を も つ 細 胞 を 有 す る
こ と を 実 証 す る 。 正 常 な 個 体 （ す な わ ち 、 C1～ C3と 記 さ れ た コ ン ト ロ ー ル ） も 、 こ の 欠 失
特 徴 を 示 す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン が 検 出 さ れ る 細 胞 を 、 一 定 の 割 合 で 有 す る
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が 、 そ の よ う な パ ー セ ン テ ー ジ は 、 欠 失 検 出 レ ベ ル の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ 細 胞 を 採 取 し た
個 体 が CLLと 診 断 さ れ る 可 能 性 の 指 標 と な る 細 胞 パ ー セ ン テ ー ジ の 閾 値 と な る ） を 設 定 す
る た め に 使 用 さ れ る こ と が 、 当 業 者 に 明 白 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 実 施 例 は 、 147ク ロ ー ン に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 内 に 位 置 す る 遺 伝 子 の 発 現 （ あ
る い は そ の 欠 失 ） に 関 し て 、 CLLに 罹 患 し た 個 体 の サ ン プ ル に お い て 第 13番 染 色 体 欠 失 の
検 出 を 説 明 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 CLL症 例 か ら 得 た １ ２ の DNAサ ン プ ル を 、 WDFY2遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ る た め に RT-PCRに よ
っ て 分 析 し た 。 RT-PCR反 応 で 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 、 WDFY2の 全 翻 訳 領 域 を 増 幅 す る も の
で あ る 。 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 ： 5' tctgtctcaacctgtgtccc 3'（ 配 列 番 号 １ ） を 有 し
、 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 ： 5' gaagagtccccttgcgagt 3'（ 配 列 番 号 ２ ） を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 ３ は 、 RT-PCR増 幅 産 物 の 電 気 泳 動 分 離 後 の ゲ ル の 写 真 を 示 す 。 下 の パ ネ ル は 、 ロ ー デ
ィ ン グ ・ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ た GAPDH増 幅 の RT-PCRを 示 す 。 レ ー ン １ 及 び １ ６ に
示 す の は 、 EBV-LIN細 胞 （ 不 死 化 リ ン パ 球 ） 及 び １ ２ の CLLサ ン プ ル （ レ ー ン ４ ～ ７ 及 び ８
～ １ ５ ） の ア ッ セ イ で あ る 。 ４ つ の CLLサ ン プ ル （ レ ー ン ４ ～ ７ ） は WDF2 mRNAが ネ ガ テ ィ
ブ で あ り 、 WDF2遺 伝 子 あ る い は そ の 発 現 に 必 要 な 染 色 体 要 素 の い ず れ か の 欠 失 を 示 す 。 追
加 の ８ つ の サ ン プ ル を 、 同 じ ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 分 析 し た 結 果 （ レ ー ン ８ ～ １ ４ ） 、 WD
FY2レ ベ ル の 大 幅 な 発 現 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 レ ー ン ８ ～ １ ４ の サ ン プ ル に お け る WDF2mRNAの 大 幅 な 発 現 低 下 の 検 出 は 、 こ れ ら の サ ン
プ ル が 高 濃 度 の CLL細 胞 を 基 準 に 選 択 さ れ な か っ た こ と に 原 因 が あ る か も し れ な い （ 活 性 C
LLが 唯 一 の 選 択 基 準 で あ っ た ） 。 一 方 、 レ ー ン ４ ～ ７ の サ ン プ ル は 、 高 濃 度 の CLL細 胞 を
基 準 に 選 択 さ れ た （ す な わ ち 、 蛍 光 標 識 細 胞 分 取 に よ っ て 約 95%CLLリ ン パ 球 を 有 す る 個 体
を 選 択 し た ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 、 本 実 施 例 は 、 WDFY2遺 伝 子 を コ ー ド す る mRNAの 欠 如 の 検 出 が 、 そ の mRNAを 単 離
し た 個 体 が CLLと 診 断 さ れ る 可 能 性 が 高 い と 決 定 す る た め に 使 用 で き る こ と を 実 証 す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 実 施 例 は 、 WDFY2遺 伝 子 の 一 部 の 欠 失 の 検 出 が 、 個 体 が CLLに 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高
い と 判 定 す る た め に 使 用 で き る こ と を 実 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 WDFY2遺 伝 子 に 特 異 的 な DNAプ ロ ー ブ を 得 る た め に 、 WDFY2cDNAを プ ロ ー ブ と し て 使 用 し
、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 LANL第 13番 染 色 体 特 異 的 コ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 フ ィ ル タ ー 上 に プ レ グ リ ッ ド し た ヒ ト ゲ ノ ム ・ マ ッ ピ ン
グ プ ロ ジ ェ ク ト (HGMP)(ケ ン ブ リ ッ ジ 、 英 国 )か ら 得 た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ６ つ の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を サ ザ ン ブ ロ ッ ト で 同 定 し た 。 そ の ク ロ ー ン が 位 置 す る WDFY
2遺 伝 子 エ キ ソ ン を 、 そ の ク ロ ー ン の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 の 配 列 を 決 定 し 、 そ の 両 末 端 と WDF
Y2遺 伝 子 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 同 定 し た 。 そ の 後 、 前 記 ク ロ ー ン の う ち ３ つ を 、
緑 色 に 蛍 光 を 発 す る 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 し 、 別 の ３ つ の ク ロ ー ン を 赤 色 に 蛍
光 を 発 す る 蛍 光 色 素 結 合 ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 １ ４ の CLLサ ン プ ル を 実 施 例 １ で 記 述 し た 方 法 と 本 質 的 に 同 じ FISH技 術 を 用 い て 研 究 し
た （ 例 外 は 、 表 ３ に ま と め た 通 り 、 標 識 し た ６ つ の ク ロ ー ン 全 て を 含 む 反 応 混 液 を プ ロ ー
ブ と し て 使 用 し た こ と で あ る ） 。 FISH分 析 の 結 果 を 表 ４ に ま と め る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ア ス タ リ ス ク は 、 細 胞 の 閾 値 パ ー セ ン テ ー ジ に 基 づ き 、 実 際 に 欠 失 と 見 な さ れ る こ と が
必 要 と さ れ る 欠 失 が 検 出 さ れ た 数 字 に 付 さ れ て い る 。 本 実 施 例 で は 、 実 際 の 欠 失 と み な す
検 出 閾 値 を 25％ に 設 定 し た 。 こ の 解 釈 を 使 用 し た 結 果 、 サ ン プ ル １ ４ 例 の う ち １ ２ 例 (86%
)が WDFY2遺 伝 子 の 欠 失 を 示 し た 。 表 ４ に ま と め た 全 て の 症 例 に お け る 欠 失 は 、 全 対 立 遺 伝
子 あ る い は 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 の い ず れ か を 含 む 。 従 っ て 、 本 実 施 例 は 、 WDFY2遺 伝 子 領 域
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 欠 損 の 検 出 が 、 細 胞 内 に WDFY2の ２ つ の 完 全 な コ ピ ー が あ る か
ど う か を 測 定 し 、 そ れ に よ っ て 、 個 体 が CLLに 罹 患 し て い る と 診 断 さ れ る 可 能 性 が 高 い か
ど う か を 判 定 す る た め に 使 用 で き る こ と を 実 証 す る 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に つ い て の 上 記 記 述 は 、 説 明 を 目 的 と し 限 定 と 解 釈 さ れ な い 。 本 発 明 の
教 示 か ら 、 当 業 者 は 、 様 々 な 修 正 及 び 変 更 が 、 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く な さ れ
る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 MUTZ5細 胞 （ 上 下 の 左 側 パ ネ ル ） 、 CLLと 診 断 さ れ た 個 体 か ら 採 取 し た 細
胞 （ 右 下 パ ネ ル ） 及 び 正 常 な 個 体 か ら 採 取 し た 細 胞 （ 右 上 パ ネ ル ） の FISH分 析 の 写 真 を 示
す 。 BACク ロ ー ン 215、 131、 147及 び 327を 用 い た 染 色 体 歩 行 に よ っ て 、 BACク ロ ー ン 147が 1
3q14切 断 点 に ま た が っ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 パ ネ ル １ ～ ３ に 分 布 す る 10個 の サ ン プ ル に お け る 、 BACク ロ ー ン 147の 配
列 に 対 応 す る 第 13番 染 色 体 領 域 の 欠 失 を 実 証 す る FISHハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ ー ン
を 示 す 、 CLL患 者 サ ン プ ル の FISH分 析 の 写 真 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 WDF2及 び コ ン ト ロ ー ル cDNAの RT-PCR増 幅 産 物 の 電 気 泳 動 分 離 後 の ゲ ル の
写 真 を 示 す 。 上 の パ ネ ル は 、 RT-PCRを 用 い た WDF2cDNAの 増 幅 を 示 す 。 下 の パ ネ ル は 、 ロ ー
デ ィ ン グ ・ コ ン ト ロ ー ル に 対 す る GAPDH増 幅 の RT-PCRを 示 す 。 レ ー ン は 、 以 下 の 各 ソ ー ス
か ら の RT-PCR増 幅 産 物 の 分 離 を 示 す ； レ ー ン １ ： EBV-LIN(不 死 化 リ ン パ 球 )； レ ー ン ２ ： G
519(マ ン ト ル 細 胞 リ ン パ 腫 )； レ ー ン ３ ： 正 常 リ ン パ 球 ； レ ー ン ４ ～ １ ５ ： CLLサ ン プ ル ；
レ ー ン １ ６ ： EBV-LIN。 ２ つ の 非 標 識 レ ー ン は サ イ ズ マ ー カ ー で あ る 。
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【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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