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(54)【発明の名称】 酸化ストレスが関与する疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか否かを検査するた

めの方法

(57)【要約】
【課題】  酸化ストレスが関与する疾患の発症しやすさ
に影響する遺伝性素因を有するか否かを検査するための
方法を提供することを課題とする。また、該検査のため
の試薬を提供することを課題とする。
【解決手段】  本発明者らは、HO-1 のプロモータ―領
域において新たに見出した多型と酸化ストレスが関与す
る疾患である虚血性心疾患との関連を検討した。その結
果、片方のアレルのみに多型が検出される場合または両
方のアレル共に多型が検出されない場合に酸化ストレス
が関与する疾患に発症しやすい遺伝性素因を有し、両方
のアレル共に多型が検出される場合に該疾患に発症しに
くい遺伝性素因を有することが判明した。従って、HO-1
 遺伝子のプロモータ―領域における多型を解析するこ
とで、酸化ストレスが関与する疾患の発症しやすさに影
響する遺伝性素因を有するか否かを検査することができ
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  酸化ストレスが関与する疾患の発症しや
すさに影響する遺伝性素因を有するか否かを検査するた
めの方法であって、ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプ
ロモータ―領域の多型を検出する工程を含み、片方のア
レルのみに多型が検出される場合または両方のアレル共
に多型が検出されない場合に該疾患に発症しやすい遺伝
性素因を有すると判定され、両方のアレル共に多型が検
出される場合に該疾患に発症しにくい遺伝性素因を有す
ると判定される方法。
【請求項２】  ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモ
ータ―領域の多型が、酸化ストレスに応答して該遺伝子
の発現を上昇させる多型である、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】  多型が一塩基多型である、請求項１に記
載の方法。
【請求項４】  多型が、ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子
のプロモータ―領域の多型であって、配列番号：１に記
載の塩基配列の1004番目に相当する部位の多型である、
請求項１に記載の方法。
【請求項５】  疾患が、循環器疾患または炎症性疾患で
ある、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】  疾患が、虚血性心疾患、動脈硬化、腎疾
患、閉塞性肺疾患、または、リウマチである、請求項１
～４のいずれかに記載の方法。
【請求項７】  以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、請
求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを単離する工程
（ｃ）単離したDNAの塩基配列を決定する工程
（ｄ）工程（ｃ）により決定したDNAの塩基配列を、対
照と比較する工程
【請求項８】  以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、請
求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）調製したDNA試料を制限酵素により切断する工程
（ｃ）DNA断片をその大きさに応じて分離する工程
（ｄ）検出されたDNA断片の大きさを、対照と比較する
工程
【請求項９】  以下の（ａ）～（ｅ）の工程を含む、請
求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを制限酵素により切断する工程
（ｄ）DNA断片をその大きさに応じて分離する工程
（ｅ）検出されたDNA断片の大きさを、対照と比較する
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工程
【請求項１０】  以下の（ａ）～（ｅ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを一本鎖DNAに解離させる工程
（ｄ）解離させた一本鎖DNAを非変性ゲル上で分離する
工程
（ｅ）分離した一本鎖DNAのゲル上での移動度を対照と
比較する工程
【請求項１１】  以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを、DNA変性剤の濃度が次第に高まる
ゲル上で分離する工程
（ｄ）分離したDNAのゲル上での移動度を対照と比較す
る工程
【請求項１２】  以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）（ｉ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモー
タ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配
列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNA、および
（ｉｉ）該DNAにハイブリダイズするヌクレオチドプロ
ーブが固定された基板、を提供する工程
（ｂ）工程（ａ）（ｉ）のDNAと工程（ａ）（ｉｉ）の
基板を接触させる工程
（ｃ）該DNAと該基板に固定されたヌクレオチドプロー
ブとのハイブリダイズの強度を検出する工程、
（ｄ）検出したハイブリダイズの強度を対照と比較する
工程
【請求項１３】  以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｃ）工程（ａ）で調製したDNAを鋳型とし、工程
（ｂ）で調製したプライマーを用いて、プライマ―伸長
反応を行う工程
（ｄ）工程（ｃ）で得られたプライマ―伸長反応産物を
質量分析機にかけ、質量測定を行う工程
（ｅ）質量測定の結果から遺伝子型を決定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で決定した遺伝子型を対照と比較する
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工程
【請求項１４】  以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAにハイブリダイ
ズする、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍光が標識
されたヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｃ）工程（ａ）で調製したDNAに、工程（ｂ）で調製
したヌクレオチドプローブをハイブリダイズさせる工程
（ｄ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｅ）レポーター蛍光の発光を検出する工程
（ｆ）工程（ｅ）で検出したレポーター蛍光の発光を対
照と比較する工程
【請求項１５】  以下の（ａ）～（ｈ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基から5’側の塩基配列と相
補的な配列および該塩基の1塩基3’側の塩基から3’側
の塩基配列とハイブリダイズしない配列（フラップ）を
有するヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基に対応する塩基（任意の塩
基）が3’末端であり、該1004番目に相当する部位の塩
基の1塩基3’側の塩基から3’側の塩基配列と相補的な
配列を有するヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｄ）工程（ａ）で調製したDNAに、工程（ｂ）および
工程（ｃ）で調製したヌクレオチドプローブをハイブリ
ダイズさせる工程
（ｅ）工程（ｄ）でハイブリダイズしたDNAを一本鎖DNA
切断酵素で切断し、フラップを遊離させる工程
（ｆ）フラップと相補的な配列を有するヌクレオチドプ
ローブであって、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍
光が標識されたヌクレオチドプローブをフラップにハイ
ブリダイズさせる工程
（ｇ）工程（ｆ）により発生する蛍光の強度を測定する
工程
（ｈ）工程（ｇ）で測定した蛍光の強度を対照と比較す
る工程
【請求項１６】  以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
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04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを一本鎖に解離させる工程
（ｄ）解離させた一本鎖DNAのうち、片鎖のみを分離す
る工程
（ｅ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の近傍より1塩基ずつ伸長
反応を行い、その際に生成されるピロリン酸を酵素的に
発光させ、発光の強度を測定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で測定した蛍光の強度を対照と比較す
る工程
【請求項１７】  以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｄ）蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、工程
（ｂ）で増幅したDNAを鋳型とし、工程（ｃ）で調製し
たプライマーを用いて一塩基伸長反応を行う工程
（ｅ）蛍光の偏光度を測定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で測定した蛍光の偏光度を対照と比較
する工程
【請求項１８】  以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、
請求項１～６のいずれかに記載の方法。
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｄ）蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、工程
（ｂ）で増幅したDNAを鋳型とし、工程（ｃ）で調製し
たプライマーを用いて、一塩基伸長反応を行う工程
（ｅ）工程（ｄ）で反応に使われた塩基種を判定する工
程
（ｆ）工程（ｅ）で判定された塩基種を対照と比較する
工程
【請求項１９】  配列番号：２に記載の塩基配列の1004
番目の塩基を含む、少なくとも15ヌクレオチドの鎖長を
有するオリゴヌクレオチド。
【請求項２０】  ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロ
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モータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩
基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAにハ
イブリダイズし、少なくとも15ヌクレオチドの鎖長を有
するオリゴヌクレオチドを含む、酸化ストレスが関与す
る疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか
否かを検査するための試薬。
【請求項２１】  ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロ
モータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩
基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増
幅するように設計されたフォワードプライマーおよびリ
バースプライマーを含む、酸化ストレスが関与する疾患
の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか否かを
検査するための試薬。
【請求項２２】  疾患が、循環器疾患または炎症性疾患
である、請求項２０または２１に記載の試薬。
【請求項２３】  疾患が、虚血性心疾患、動脈硬化、腎
疾患、閉塞性肺疾患、または、リウマチである、請求項
２０または２１に記載の試薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、酸化ストレスが関
与する疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有す
るか否かを検査するための方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】ヘム・オキシゲナーゼ1（HO-1）は、ヘ
ムを一酸化炭素とビリベルジンに分解する律速酵素であ
る。1型は2型と異なり種々の刺激で誘導される性質を持
つ。HO-1の誘導により、生体は種々の酸化ストレスに適
応すると考えられている。実際HO-1の発現レベルが動脈
硬化巣の進展に大きな影響をおよぼすことが示されてい
る（Adenovirus-mediated heme oxygenase-1 gene tran
sfer inhibits the development of atherosclerosis i
n apolipoprotein E-deficient mice. Circulation, 20
01, 104, 1519-1525.）又、すでに、動脈硬化性病変の
形成に、リポプロテインの酸化修飾が重要な役割を持っ
ていることは知られている。
【０００３】動物実験のレベルでは、血圧レベル、動脈
硬化の進展、心筋梗塞後の再灌流障害などに関与すると
の報告があるが、ヒトに於いて、この遺伝子の変異と疾
患の関連を調査した報告は、未だ少ない。HO-1 の欠損
症例の報告は一例のみあり（exon 2の完全欠失、exon3
の欠失）、発育遅滞、溶血性貧血、内皮細胞障害を特徴
とする (J Clin Invest 1999; 103: 129-135)。HO-P3 
(GTリピート（repeat）)の遺伝型と肺気腫(Am J Hum Ge
net 2000; 66: 187-195) の関連の報告があるが、同じ
日本人を対象とした研究であるにもかかわらず、リピー
ト数に大きな違いがあり、実験上での誤りと思われる。
HO-P3 (GTリピート) と血管形成術後の再狭窄の頻度の
関連(J Endovasc Ther 2001; 8: 433-440) がオースト
リアから報告されているが、対象数はわずかに96人であ
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り信用性のあるものではない。
【０００４】一方、虚血性心疾患は循環器疾患の1つで
あり、高血圧症の大きな合併症の1つである。これまで
に、HO-1遺伝子の変異と虚血性心疾患との関連を示す報
告例は皆無である。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、このような
状況に鑑みてなされたものであり、その目的は、HO-1遺
伝子の多型と酸化ストレスが関与する疾患との関連を明
らかにし、得られた知見に基づいて、酸化ストレスが関
与する疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有す
るか否かを検査するための方法を提供することである。
また、該検査のための試薬を提供することを目的とす
る。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、HO-1 の
プロモータ―領域における多型の同定を試みた。その結
果、HO-1のプロモータ―領域には、3種類の変異が見出
された（HO-P1、HO-P2、HO-P3）。次いで、これら3種類
の遺伝型と虚血性心疾患の関連を検討した。具体的に
は、心臓カテーテル検査に於いて、虚血性心疾患である
ことが確認された597人と、検診受診者で、虚血性心疾
患の無いことが確認された1973人で検討した。その結
果、HO-P2の遺伝型に関しては、AA型の出現頻度が虚血
性心疾患群で16.08％と、対照群の21.29％より低く、統
計的にも有意差(p=0.0136)が認められた。
【０００７】一方、虚血性心疾患の危険因子として、糖
尿病・現在の喫煙習慣・性・体容積指数（Body mass in
dex）などが挙げられている。そこで、これらの関与を
考えた上での虚血性心疾患と遺伝型の影響を明らかにす
るため、Multiple Logistic解析を行った。この際、HO-
P2の遺伝型であるAA型、AT型、およびTT型を、AA型とAT
+TT型の2群に分けた。検討の結果、AT+TT型は、AA型に
比べオッズ比1.516（95%CI 1.123～2.070）で虚血性心
疾患群の素因遺伝型であることが判明した。以上よりHO
-P2における AA型は、虚血性心疾患に対してprotective
に作用することがわかった。
【０００８】さらに、AアレルとTアレルのプロモーター
活性を、牛内皮細胞を用い、過酸化水素刺激下で検討し
た。その結果、Aアレルのプロモーター活性はTアレルの
プロモーター活性よりも高いことが判明した。このこと
から、AA型における虚血性心疾患の発症の抑制は、HO-1
 遺伝子のプロモータ―活性の上昇によるHO-1 の発現量
の増大によるものであると考えられた。
【０００９】以上の知見は、片方のアレルのみに多型が
検出される場合または両方のアレル共に多型が検出され
ない場合に虚血性心疾患などの酸化ストレスが関与する
疾患に発症しやすい遺伝性素因を有し、両方のアレル共
に多型が検出される場合に該疾患に発症しにくい遺伝性
素因を有することを示している。従って、HO-1 遺伝子
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7
のプロモータ―領域における多型を解析することで、酸
化ストレスが関与する疾患の発症しやすさに影響する遺
伝性素因を有するか否かを検査することができる。
【００１０】即ち、本発明は、〔１〕  酸化ストレスが
関与する疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有
するか否かを検査するための方法であって、ヘム・オキ
シゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領域の多型を検出す
る工程を含み、片方のアレルのみに多型が検出される場
合または両方のアレル共に多型が検出されない場合に該
疾患に発症しやすい遺伝性素因を有すると判定され、両
方のアレル共に多型が検出される場合に該疾患に発症し
にくい遺伝性素因を有すると判定される方法、〔２〕ヘ
ム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領域の多型
が、酸化ストレスに応答して該遺伝子の発現を上昇させ
る多型である、〔１〕に記載の方法、〔３〕多型が一塩
基多型である、〔１〕に記載の方法、〔４〕多型が、ヘ
ム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領域の多型
であって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に
相当する部位の多型である、〔１〕に記載の方法、
〔５〕疾患が、循環器疾患または炎症性疾患である、
〔１〕～〔４〕のいずれかに記載の方法、〔６〕疾患
が、虚血性心疾患、動脈硬化、腎疾患、閉塞性肺疾患、
または、リウマチである、〔１〕～〔４〕のいずれかに
記載の方法、〔７〕以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含
む、〔１〕～〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを単離する工程
（ｃ）単離したDNAの塩基配列を決定する工程
（ｄ）工程（ｃ）により決定したDNAの塩基配列を、対
照と比較する工程
〔８〕以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）調製したDNA試料を制限酵素により切断する工程
（ｃ）DNA断片をその大きさに応じて分離する工程
（ｄ）検出されたDNA断片の大きさを、対照と比較する
工程
〔９〕以下の（ａ）～（ｅ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを制限酵素により切断する工程
（ｄ）DNA断片をその大きさに応じて分離する工程
（ｅ）検出されたDNA断片の大きさを、対照と比較する
工程
〔１０〕以下の（ａ）～（ｅ）の工程を含む、〔１〕～
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〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを一本鎖DNAに解離させる工程
（ｄ）解離させた一本鎖DNAを非変性ゲル上で分離する
工程
（ｅ）分離した一本鎖DNAのゲル上での移動度を対照と
比較する工程
〔１１〕以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを、DNA変性剤の濃度が次第に高まる
ゲル上で分離する工程
（ｄ）分離したDNAのゲル上での移動度を対照と比較す
る工程
〔１２〕以下の（ａ）～（ｄ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、（ａ）（ｉ）ヘム・オ
キシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であっ
て、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当す
る部位の塩基を含むDNA、および（ｉｉ）該DNAにハイブ
リダイズするヌクレオチドプローブが固定された基板、
を提供する工程
（ｂ）工程（ａ）（ｉ）のDNAと工程（ａ）（ｉｉ）の
基板を接触させる工程
（ｃ）該DNAと該基板に固定されたヌクレオチドプロー
ブとのハイブリダイズの強度を検出する工程、
（ｄ）検出したハイブリダイズの強度を対照と比較する
工程
〔１３〕以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｃ）工程（ａ）で調製したDNAを鋳型とし、工程
（ｂ）で調製したプライマーを用いて、プライマ―伸長
反応を行う工程
（ｄ）工程（ｃ）で得られたプライマ―伸長反応産物を
質量分析機にかけ、質量測定を行う工程
（ｅ）質量測定の結果から遺伝子型を決定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で決定した遺伝子型を対照と比較する
工程
〔１４〕以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、〔１〕～
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〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAにハイブリダイ
ズする、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍光が標識
されたヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｃ）工程（ａ）で調製したDNAに、工程（ｂ）で調製
したヌクレオチドプローブをハイブリダイズさせる工程
（ｄ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｅ）レポーター蛍光の発光を検出する工程
（ｆ）工程（ｅ）で検出したレポーター蛍光の発光を対
照と比較する工程
〔１５〕以下の（ａ）～（ｈ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基から5’側の塩基配列と相
補的な配列および該塩基の1塩基3’側の塩基から3’側
の塩基配列とハイブリダイズしない配列（フラップ）を
有するヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基に対応する塩基（任意の塩
基）が3’末端であり、該1004番目に相当する部位の塩
基の1塩基3’側の塩基から3’側の塩基配列と相補的な
配列を有するヌクレオチドプローブを調製する工程
（ｄ）工程（ａ）で調製したDNAに、工程（ｂ）および
工程（ｃ）で調製したヌクレオチドプローブをハイブリ
ダイズさせる工程
（ｅ）工程（ｄ）でハイブリダイズしたDNAを一本鎖DNA
切断酵素で切断し、フラップを遊離させる工程
（ｆ）フラップと相補的な配列を有するヌクレオチドプ
ローブであって、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍
光が標識されたヌクレオチドプローブをフラップにハイ
ブリダイズさせる工程
（ｇ）工程（ｆ）により発生する蛍光の強度を測定する
工程
（ｈ）工程（ｇ）で測定した蛍光の強度を対照と比較す
る工程
〔１６〕以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）増幅したDNAを一本鎖に解離させる工程
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（ｄ）解離させた一本鎖DNAのうち、片鎖のみを分離す
る工程
（ｅ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の近傍より1塩基ずつ伸長
反応を行い、その際に生成されるピロリン酸を酵素的に
発光させ、発光の強度を測定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で測定した蛍光の強度を対照と比較す
る工程
〔１７〕以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｄ）蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、工程
（ｂ）で増幅したDNAを鋳型とし、工程（ｃ）で調製し
たプライマーを用いて一塩基伸長反応を行う工程
（ｅ）蛍光の偏光度を測定する工程
（ｆ）工程（ｅ）で測定した蛍光の偏光度を対照と比較
する工程
〔１８〕以下の（ａ）～（ｆ）の工程を含む、〔１〕～
〔６〕のいずれかに記載の方法、
（ａ）被検者からDNA試料を調製する工程
（ｂ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する工程
（ｃ）ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から
3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ―を
調製する工程
（ｄ）蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、工程
（ｂ）で増幅したDNAを鋳型とし、工程（ｃ）で調製し
たプライマーを用いて、一塩基伸長反応を行う工程
（ｅ）工程（ｄ）で反応に使われた塩基種を判定する工
程
（ｆ）工程（ｅ）で判定された塩基種を対照と比較する
工程
〔１９〕配列番号：２に記載の塩基配列の1004番目の塩
基を含む、少なくとも15ヌクレオチドの鎖長を有するオ
リゴヌクレオチド、
〔２０〕ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―
領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の
1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAにハイブリダ
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イズし、少なくとも15ヌクレオチドの鎖長を有するオリ
ゴヌクレオチドを含む、酸化ストレスが関与する疾患の
発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか否かを検
査するための試薬、
〔２１〕ヘム・オキシゲナーゼ1遺伝子のプロモータ―
領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の
1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅するよ
うに設計されたフォワードプライマーおよびリバースプ
ライマーを含む、酸化ストレスが関与する疾患の発症し
やすさに影響する遺伝性素因を有するか否かを検査する
ための試薬、
〔２２〕疾患が、循環器疾患または炎症性疾患である、
〔２０〕または〔２１〕に記載の試薬、
〔２３〕疾患が、虚血性心疾患、動脈硬化、腎疾患、閉
塞性肺疾患、または、リウマチである、〔２０〕または
〔２１〕に記載の試薬、を、提供するものである。
【００１１】
【発明の実施の形態】本発明者らは、ヘム・オキシゲナ
ーゼ1（HO-1）遺伝子のプロモータ―領域（GenBankアク
セッション番号Z82244）の多型を明らかにした。具体的
には、配列番号：１に記載の塩基配列の222番目の塩基G
がAに変異している多型、および、該塩基配列の1004番
目の塩基TがAに変異している多型を新たに見出した。さ
らに、該塩基配列の1004番目の塩基TがAに変異している
多型を検出することにより、虚血性心疾患の発症しやす
さに影響する遺伝性素因を有するか否かを検査すること
ができることを明らかにした。具体的には、片方のアレ
ルのみにTがAに変異している多型が検出される場合また
は両方のアレル共に該多型が検出されない場合（AT型ま
たはTT型の場合）に、虚血性心疾患に発症しやすい遺伝
性素因を有し、両方のアレル共に該多型が検出される場
合（AA型の場合）に、該疾患に発症しにくい遺伝性素因
を有することが見出された。さらに、該多型(AA型)は、
HO-1の発現を上昇させることが判明した。一方、すでに
HO-1は酸化ストレスに対し防御的に作用することが知ら
れている。以上を考慮すれば、該多型を検出することに
より、酸化ストレスが関与する疾患の発症しやすさに影
響する遺伝性素因を有するか否かを検査することが可能
である。実際、実施例において該多型との関連が示され
た虚血性心疾患は、酸化ストレスが関与する疾患である
ことが知られている。本発明は、これらの知見に基づい
たものである。なお、本発明においては、正常な（より
高頻度な）HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基配列
（野生型塩基配列）を配列番号：１、および、配列番
号：１に記載の塩基配列の1004番目の塩基TがAに置換さ
れた変異体の塩基配列を配列番号：２に記載する。
【００１２】本発明は、酸化ストレスが関与する疾患の
発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか否かを検
査するための方法であって、HO-1遺伝子のプロモータ―
領域の多型を検出する工程を含み、片方のアレルのみに
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多型が検出される場合または両方のアレル共に多型が検
出されない場合に該疾患に発症しやすい遺伝性素因を有
すると判定され、両方のアレル共に多型が検出される場
合に該疾患に発症しにくい遺伝性素因を有すると判定さ
れる方法を提供する。
【００１３】本発明において、HO-1とは、ヘムを一酸化
炭素とビリベルジンに分解する律速酵素のうち1型を意
味する。1型は2型と異なり種々の刺激で誘導される性質
を持つ。HO-1の活性としてはヘムの分解活性が挙げられ
る。該活性は以下の方法で評価することができる。NADP
H(0.8mM)、グルコース6リン酸 (2mM)、 グルコース6リ
ン酸デヒドロゲナーゼ(0.2units)、ビリベルジンレダク
ターゼ源としての105,000×gで得られる上清フラクショ
ンから調整したラット肝臓サイトゾル（3mg）、リン酸
カリウム緩衝液(PBS, 100mM, pH 7.4)、MgCl

2
 (0.2m

M)、および、ヘミン(20μM)を含む反応液に、細胞由来
のミクロソームを添加する。反応は、1時間暗条件にお
いて37℃で行ない、1ml のクロロホルムを添加すること
で停止させる。抽出したビリルビンを吸光度464と530nm
（ε=40mM-1cm-1）の違いによって測定する。HO-1活性
は、ビリルビン/細胞内タンパク質mg/時間のピコモル数
として示される。本発明における「HO-1遺伝子」とは、
上記HO-1の活性を有するタンパク質をコードする遺伝子
を意味する。
【００１４】多型とは、遺伝学的には、母集団中1%以上
の頻度で存在している塩基変化と一般的に定義される。
しかしながら、本発明における「多型」は、この定義に
制限されず、1%未満の塩基の変化も「多型」に含む。本
発明における多型の種類としては、例えば、一塩基多
型、一から数十塩基（時には数千塩基）が欠失、置換あ
るいは挿入している多型等が挙げられるが、これらに限
定されるものではない。さらに、多型部位の数について
も特に制限はなく、1個以上の多型を有していてもよ
い。本発明における多型としては、例えば、HO-1遺伝子
のプロモータ―領域の多型であって、酸化ストレスに応
答して該遺伝子の発現を上昇させる多型、HO-1遺伝子の
プロモータ―領域の多型であって、配列番号：１に記載
の塩基配列の1004番目に相当する部位の多型（HO-1遺伝
子のプロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に
記載の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基が変異
している多型）が挙げられるが、これらに制限されるも
のではない。また、本発明における多型としては、例え
ばTからAへの置換変異が挙げられるが、これに限定され
るものではない。
【００１５】本発明において、「HO-1遺伝子のプロモー
タ―領域の多型であって、配列番号：１に記載の塩基配
列の1004番目に相当する部位の多型」とは、配列番号：
１に記載の塩基配列の1004番目の塩基の多型だけではな
く、配列番号：１に記載の塩基配列において1もしくは
複数の塩基が置換、欠失、付加、および／または挿入さ
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れた塩基配列における塩基であって、配列番号：１に記
載の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基の多型を
も含む概念である。また、本発明において、配列番号：
１に記載の塩基配列において1もしくは複数の塩基が置
換、欠失、付加、および／または挿入された塩基配列と
しては、例えば、実施例に記載のHO-P1、HO-P2またはHO
-P3に、本発明の多型が存在する塩基配列が挙げられる
が、これらに限定されるものではない。
【００１６】また、本発明において、「HO-1遺伝子のプ
ロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の
塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基」とは、配列
番号：１に記載の塩基配列の1004番目の塩基だけではな
く、配列番号：１に記載の塩基配列において1もしくは
複数の塩基が置換、欠失、付加、および／または挿入さ
れた塩基配列における塩基であって、配列番号：１に記
載の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基をも含む
概念である。
【００１７】本発明において、酸化ストレスが関与する
「疾患」としては、特に制限はなく、循環器疾患または
炎症性疾患が例示できる。上記酸化ストレスが関与する
循環器疾患としては、例えば、虚血性心疾患、動脈硬
化、腎疾患、閉塞性肺疾患が挙げられ、上記酸化ストレ
スが関与する炎症性疾患としては、例えば、リウマチが
挙げられるが、これらに限定されるものではない。その
他の例としては、痴呆などが挙げられる。
【００１８】本発明においては、片方のアレルのみに多
型が検出される場合または両方のアレル共に多型が検出
されない場合に酸化ストレスが関与する疾患に発症しや
すい遺伝性素因を有すると判定され、両方のアレル共に
多型が検出される場合に該疾患に発症しにくい遺伝性素
因を有すると判定される。さらに、酸化ストレスが関与
する疾患に罹患している被検者は、その原因が、HO-1遺
伝子のプロモータ―領域の多型にあると判定される。
【００１９】以下、本発明の検査方法の好ましい態様を
記載するが、本発明の方法はそれらの方法に限定される
ものではない。
【００２０】本発明の検査方法の好ましい態様において
は、まず、被検者からDNA試料を調製する。DNA試料は、
例えば被検者の血液、皮膚、口腔粘膜、毛髪、手術によ
り採取あるいは切除した組織または細胞から抽出した染
色体DNA、あるいはRNAを基に調製することができる。
【００２１】本方法においては、次いで、HO-1遺伝子の
プロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載
の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNA
を単離する。該DNAの単離は、例えば、HO-1遺伝子のプ
ロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の
塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAに
ハイブリダイズするプライマーを用いて、染色体DNA、
あるいはRNAを鋳型としたPCR等によって行うことができ
る。
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【００２２】本方法においては、次いで、単離したDNA
の塩基配列を決定する。単離したDNAの塩基配列の決定
は、当業者に公知の方法で行うことができる。
【００２３】本方法においては、次いで、決定したDNA
の塩基配列を、対照と比較する。本方法における対照と
は、正常な（野生型）HO-1遺伝子のプロモータ―領域を
含むDNAの配列を言う。一般に健常人のHO-1遺伝子のプ
ロモータ―領域を含むDNAの配列は正常であるものと考
えられることから、上記「対照と比較する」とは、通
常、健常人のHO-1遺伝子のプロモータ―領域を含むDNA
の配列と比較することを意味するが、GenBank等の各種
遺伝子データベースまたは文献等に野生型として記載さ
れているHO-1遺伝子のプロモータ―領域を含むDNAの配
列と比較してもよい。
【００２４】本発明の検査方法は、上記の如く被検者由
来のDNAの塩基配列を直接決定する方法以外に、多型の
検出が可能な種々の方法によって行うことができる。
【００２５】例えば、本発明における多型の検出は、以
下のような方法によっても行うことができる。まず、被
検者からDNA試料を調製する。次いで、調製したDNA試料
を制限酵素により切断する。次いで、DNA断片をその大
きさに応じて分離する。次いで、検出されたDNA断片の
大きさを、対照と比較する。また、他の一つの態様にお
いては、まず、被検者からDNA試料を調製する。次い
で、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基を含むDNAを増幅する。さらに、増幅したDNAを制
限酵素により切断する。次いで、DNA断片をその大きさ
に応じて分離する。次いで、検出されたDNA断片の大き
さを、対照と比較する。
【００２６】このような方法としては、例えば、制限酵
素断片長多型（Restriction Fragment Length Polymorp
hism／RFLP）を利用した方法やPCR-RFLP法等が挙げられ
る。具体的には、制限酵素の認識部位に変異が存在する
場合、あるいは制限酵素処理によって生じるDNA断片内
に塩基挿入または欠失がある場合、制限酵素処理後に生
じる断片の大きさが対照と比較して変化する。この変異
を含む部分をPCR法によって増幅し、それぞれの制限酵
素で処理することによって、これらの変異を電気泳動後
のバンドの移動度の差として検出することができる。あ
るいは、染色体DNAをこれらの制限酵素によって処理
し、電気泳動した後、本発明のプローブDNAを用いてサ
ザンブロッティングを行うことにより、変異の有無を検
出することができる。用いられる制限酵素は、それぞれ
の変異に応じて適宜選択することができる。この方法で
は、ゲノムDNA以外にも被検者から調製したRNAを逆転写
酵素でcDNAにし、これをそのまま制限酵素で切断した
後、サザンブロッティングを行うことも可能である。ま
た、このcDNAを鋳型としてPCRでHO-1遺伝子のプロモー
タ―領域を含むDNAを増幅し、それを制限酵素で切断し
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た後、移動度の差を調べることも可能である。
【００２７】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅
する。さらに、増幅したDNAを一本鎖DNAに解離させる。
次いで、解離させた一本鎖DNAを非変性ゲル上で分離す
る。分離した一本鎖DNAのゲル上での移動度を対照と比
較する。
【００２８】該方法としては、例えばPCR-SSCP(single-
strand conformation polymorphism、一本鎖高次構造多
型)法(Cloning and polymerase chain reaction-single
-strand conformation polymorphism analysis of anon
ymous Alu repeats on chromosome 11. Genomics. 1992
 Jan 1; 12(1): 139-146.、Detection of p53 gene mut
ations in human brain tumors by single-strand conf
ormation polymorphism analysis of polymerase chain
 reaction products. Oncogene. 1991 Aug 1;6(8): 131
3-1318.、Multiple fluorescence-based PCR-SSCP anal
ysis with postlabeling. 、PCR Methods Appl. 1995 A
pr 1; 4(5): 275-282.)が挙げられる。この方法は操作
が比較的簡便であり、また被検試料の量も少なくて済む
等の利点を有するため、特に多数のDNA試料をスクリー
ニングするのに好適である。その原理は次の通りであ
る。二本鎖DNA断片を一本鎖に解離すると、各鎖はその
塩基配列に依存した独自の高次構造を形成する。この解
離したDNA鎖を、変性剤を含まないポリアクリルアミド
ゲル中で電気泳動すると、それぞれの高次構造の差に応
じて、相補的な同じ鎖長の一本鎖DNAが異なる位置に移
動する。一塩基の置換によってもこの一本鎖DNAの高次
構造は変化し、ポリアクリルアミドゲル電気泳動におい
て異なる移動度を示す。従って、この移動度の変化を検
出することによりDNA断片に点突然変異や欠失、あるい
は挿入等による変異の存在を検出することができる。
【００２９】具体的には、まず、HO-1遺伝子のプロモー
タ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配
列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAをPCR法等
によって増幅する。増幅される範囲としては、通常200
～400bp程度の長さが好ましい。PCRは、当業者において
は反応条件等を適宜選択して行うことができる。PCRの
際に、32P等のアイソトープ、蛍光色素、またはビオチ
ン等によって標識したプライマーを用いることにより、
増幅DNA産物を標識することができる。あるいはPCR反応
液に32P等のアイソトープ、蛍光色素、またはビオチン
等によって標識された基質塩基を加えてPCRを行うこと
により、増幅DNA産物を標識することも可能である。さ
らに、PCR反応後にクレノウ酵素等を用いて、32P等のア
イソトープ、蛍光色素、またはビオチン等によって標識
された基質塩基を、増幅DNA断片に付加することによっ
ても標識を行うことができる。こうして得られた標識DN

16
A断片を、熱を加えること等により変性させ、尿素など
の変性剤を含まないポリアクリルアミドゲルによって電
気泳動を行う。この際、ポリアクリルアミドゲルに適量
（5から10％程度）のグリセロールを添加することによ
り、DNA断片の分離の条件を改善することができる。ま
た、泳動条件は各DNA断片の性質により変動するが、通
常、室温（20から25℃）で行い、好ましい分離が得られ
ないときには4から30℃までの温度で最適の移動度を与
える温度の検討を行う。電気泳動後、DNA断片の移動度
を、Ｘ線フィルムを用いたオートラジオグラフィーや、
蛍光を検出するスキャナー等で検出し、解析を行う。移
動度に差があるバンドが検出された場合、このバンドを
直接ゲルから切り出し、PCRによって再度増幅し、それ
を直接シークエンシングすることにより、変異の存在を
確認することができる。また、標識したDNAを使わない
場合においても、電気泳動後のゲルをエチジウムブロマ
イドや銀染色法などによって染色することによって、バ
ンドを検出することができる。
【００３０】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅
する。さらに、増幅したDNAを、DNA変性剤の濃度が次第
に高まるゲル上で分離する。次いで、分離したDNAのゲ
ル上での移動度を対照と比較する。
【００３１】このような方法としては、例えば、変性剤
濃度勾配ゲル（denaturant gradient gel electrophore
sis： DGGE法）等を例示することができる。DGGE法は、
変性剤の濃度勾配のあるポリアクリルアミドゲル中で、
DNA断片の混合物を泳動し、それぞれの不安定性の違い
によってDNA断片を分離する方法である。ミスマッチの
ある不安定なDNA断片が、ゲル中のある変性剤濃度の部
分まで移動すると、ミスマッチ周辺のDNA配列はその不
安定さのために、部分的に1本鎖へと解離する。この部
分的に解離したDNA断片の移動度は、非常に遅くなり、
解離部分のない完全な二本鎖DNAの移動度と差がつくこ
とから、両者を分離することができる。具体的には、HO
-1遺伝子プロモーターの領域を含むDNAを本発明のプラ
イマー等を用いたPCR法等によって増幅し、これを尿素
などの変性剤の濃度が移動するに従って徐々に高くなっ
ているポリアクリルアミドゲル中で電気泳動し、対照と
比較する。変異が存在するDNA断片の場合、より低い変
性剤濃度位置でDNA断片が一本鎖になり、極端に移動速
度が遅くなるため、この移動度の差を検出することによ
り変異の有無を検出することができる。
【００３２】さらに別の方法においては、まず、被検者
から調製したHO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であ
って、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当
する部位の塩基を含むDNA、および該DNAにハイブリダイ
ズするヌクレオチドプローブが固定された基板、を提供
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する。
【００３３】本発明において「基板」とは、ヌクレオチ
ドプローブを固定することが可能な板状の材料を意味す
る。本発明においてヌクレオチドには、オリゴヌクレオ
チドおよびポリヌクレオチドが含まれる。
【００３４】本発明の基板は、ヌクレオチドプローブを
固定することができれば特に制限はないが、一般にDNA
アレイ技術で使用される基板を好適に用いることができ
る。一般にDNAアレイは、高密度に基板にプリントされ
た何千ものヌクレオチドで構成されている。通常これら
のDNAは非透過性(non- porous)の基板の表層にプリント
される。基板の表層は、一般的にはガラスであるが、透
過性(porous)の膜、例えばニトロセルロースメンブレム
を使用することができる。
【００３５】本発明において、ヌクレオチドの固定（ア
レイ）方法として、Affymetrix社開発によるオリゴヌク
レオチドを基本としたアレイが例示できる。オリゴヌク
レオチドのアレイにおいて、オリゴヌクレオチドは通常
インサイチュ(in situ)で合成される。例えば、photoli
thographicの技術（Affymetrix社）、および化学物質を
固定させるためのインクジェット(Rosetta Inpharmatic
s社)技術等によるオリゴヌクレオチドのインサイチュ合
成法が既に知られており、いずれの技術も本発明の基板
の作製に利用することができる。
【００３６】基板に固定するヌクレオチドプローブは、
HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配列番
号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩
基の多型を検出することができるものであれば、特に制
限されない。即ち該プローブは、例えば、HO-1遺伝子の
プロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載
の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNA
にハイブリダイズするようなプローブである。特異的な
ハイブリダイズが可能であれば、ヌクレオチドプローブ
は、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基を含むDNAに対し、完全に相補的である必要はな
い。本発明において基板に結合させるヌクレオチドプロ
ーブの長さは、オリゴヌクレオチドを固定する場合は、
通常10～100ベースであり、好ましくは10～50ベースで
あり、さらに好ましくは15～25ベースである。
【００３７】本方法においては、次いで、該DNAと該基
板を接触させる。この過程により、上記ヌクレオチドプ
ローブに対し、DNAをハイブリダイズさせる。ハイブリ
ダイゼーションの反応液および反応条件は、基板に固定
するヌクレオチドプローブの長さ等の諸要因により変動
しうるが、一般的に当業者に周知の方法により行うこと
ができる。
【００３８】本方法においては、次いで、該DNAと該基
板に固定されたヌクレオチドプローブとのハイブリダイ
ズの強度を検出する。この検出は、例えば、蛍光シグナ
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ルをスキャナー等によって読み取ることによって行うこ
とができる。尚、DNAアレイにおいては、一般的にスラ
イドガラスに固定したDNAをプローブといい、一方溶液
中のラベルしたDNAをターゲットという。従って、基板
に固定された上記ヌクレオチドを、本明細書においてヌ
クレオチドプローブと記載する。本方法においては、さ
らに、検出したハイブリダイズの強度を対照と比較す
る。
【００３９】このような方法としては、例えば、DNAア
レイ法（SNP遺伝子多型の戦略、松原謙一・榊佳之、中
山書店、p128-135、Nature Genetics(1999)22:164-16
7）等が挙げられる。
【００４０】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。また、HO-1遺伝子のプロモー
タ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配
列の1004番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基
から3’側の塩基配列に相補的な配列を有するプライマ
―を調製する。次いで、該DNAを鋳型とし、該プライマ
ーを用いて、プライマ―伸長反応を行う。次いで、プラ
イマ―伸長反応産物を質量分析機にかけ、質量測定を行
う。次いで、質量測定の結果から遺伝子型を決定する。
次いで、決定した遺伝子型を対照と比較する。
【００４１】このような方法としては、例えば、MALDI-
TOF/MS法(SNP遺伝子多型の戦略、松原謙一・榊佳之、中
山書店、p106-117、Trends Biotechnol (2000):18:77-8
4)等が挙げられる。具体的には、まず、被検者からDNA
試料を調製する。この際、HO-1遺伝子のプロモータ―領
域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の10
04番目に相当する部位の塩基を含むDNAをPCRなどを使用
して増幅することで調製することが好ましい。次いで、
PCR産物を鋳型として、ジェノタイピングプライマ―（H
O-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配列番
号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位の塩
基の1塩基3’側の塩基から3’側の塩基配列に相補的な
配列を有するプライマ―）のddNTPプライマ―伸長反応
を行う。この反応に用いるPCR産物は、PCRプライマ―を
除去するための精製が行われていることが好ましい。ジ
ェノタイピングプライマ―は、通常、15bp以上の長さを
有する。プライマ―伸長反応においては、通常、PCR産
物に対して10倍以上の過剰のジェノタイピングプライマ
―を加えるが、これに制限されるものではない。サーマ
ルサイクルの条件は適宜選択しうるが、ジェノタイピン
グプライマ―のうち30～60%程度が伸長する条件が好ま
しい。例えば、94℃と37℃の2温度間で25回程度行うこ
とで適当な伸長効率を得ることができる。次いで、プラ
イマ―伸長反応産物のMALDIプレートへのスポットを行
い、次いで、質量測定を行う（マススペクトログラムを
作成する）。次いで、マススペクトログラム解析から遺
伝子型を決定し、対照と比較する。
【００４２】さらに別の方法においては、まず、被検者
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からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAにハイ
ブリダイズする、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍
光が標識されたヌクレオチドプローブを調製する。次い
で、該DNAに、該ヌクレオチドプローブをハイブリダイ
ズさせる。次いで、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩
基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目
に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅する。次いで、
レポーター蛍光の発光を検出する。次いで、検出したレ
ポーター蛍光の発光を対照と比較する。
【００４３】上記方法としては、TaqMan PCR法（SNP遺
伝子多型の戦略、松原謙一・榊佳之、中山書店、p94-10
5、Genet Anal. (1999)14:143-149）等を挙げることが
できる。具体的には、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の
塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番
目に相当する部位の塩基を含むDNAにハイブリダイズす
るヌクレオチドプローブの5’末端にレポーター蛍光を
標識する。本発明において、レポーター蛍光としては、
FAMやVICなどが例示できるが、これらに限定されない。
さらに、上記プローブの3’末端にクエンチャー蛍光を
標識する。本発明において、クエンチャー蛍光として
は、レポーター蛍光を消光できる物質であれば特に制限
されない。次いで、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩
基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目
に相当する部位の塩基を含むDNAにハイブリダイズす
る、レポーター蛍光およびクエンチャー蛍光が標識され
たヌクレオチドプローブを、被検者から調製したDNAに
ハイブリダイズさせる。次いで、HO-1遺伝子のプロモー
タ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配
列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを、5’ヌ
クレアーゼ活性を有するDNAポリメラーゼを用いて増幅
する。その結果、レポーター蛍光とクエンチャー蛍光を
標識したヌクレオチドプローブのレポーター蛍光標識部
分が切断され、レポーター蛍光が遊離する。本発明にお
いて、5’ヌクレアーゼ活性を有するDNAポリメラーゼと
しては、好適にはTaqDNAポリメラーゼが例示できるが、
これに限定されるものではない。本方法においては、次
いで、遊離したレポーター蛍光を検出し、さらに、該レ
ポーター蛍光の発光を対照と比較する。なお、本方法に
おいては、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であっ
て、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当す
る部位の塩基が正常型である場合と変異型である場合で
異なるレポーター蛍光を標識した2種類のヌクレオチド
プローブを用いることで、1回の反応でタイピングする
ことが可能である。
【００４４】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基から5’側の塩基
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配列と相補的な配列および該塩基の1塩基3’側の塩基か
ら3’側の塩基配列とハイブリダイズしない配列（フラ
ップ）を有するヌクレオチドプローブを調製する。ま
た、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基に対応する塩基（任意の塩基）が3’末端であ
り、該1004番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側の塩
基から3’側の塩基配列と相補的な配列を有するヌクレ
オチドプローブを調製する。次いで、調製したDNAに、
上記2種類のヌクレオチドプローブをハイブリダイズさ
せる。次いで、ハイブリダイズしたDNAを一本鎖DNA切断
酵素で切断し、フラップを遊離させる。本発明におい
て、一本鎖DNA切断酵素としては、特に制限はなく、例
えば下記のcleavaseが例示できる。本方法においては、
次いで、フラップと相補的な配列を有するヌクレオチド
プローブであって、レポーター蛍光およびクエンチャー
蛍光が標識されたヌクレオチドプローブをフラップにハ
イブリダイズさせる。次いで、発生する蛍光の強度を測
定する。次いで、測定した蛍光の強度を対照と比較す
る。
【００４５】上記方法としては、例えば、Invader法（S
NP遺伝子多型の戦略、松原謙一・榊佳之、中山書店、p9
4-105、Genome Research (2000)10:330-343）等が挙げ
られる。具体的には、まず、HO-1遺伝子のプロモータ―
領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の
1004番目に相当する部位の塩基から5’側の塩基配列と
相補的な配列および該塩基の1塩基3’側の塩基から3’
側の塩基配列とハイブリダイズしない配列（フラップ）
を有するヌクレオチドプローブ（プローブA）を合成す
る。また、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であっ
て、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当す
る部位の塩基に対応する塩基（任意の塩基）が3’末端
であり、該1004番目に相当する部位の塩基の1塩基3’側
の塩基から3’側の塩基配列と相補的な配列を有するヌ
クレオチドプローブ（プローブB）を合成する。次い
で、これらプローブを調製した鋳型DNAにハイブリダイ
ズさせる。この際、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩
基であって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目
に相当する部位の塩基に対応するプローブBの塩基（任
意の塩基）が鋳型DNAとプローブAとの間に侵入する。こ
の侵入部位を認識して、該部位に対応するプローブAの
塩基と該塩基の1塩基3’側の塩基の間を切断するエンド
ヌクレアーゼ（cleavase）を用いてハイブリダイズした
DNAを切断する。これにより、フラップ部分が遊離す
る。次いで、遊離したフラップ部分とフラップと相補的
な配列を有するヌクレオチドプローブであって、レポー
ター蛍光およびクエンチャー蛍光が標識されたヌクレオ
チドプローブ（検出用プローブ）をハイブリダイズさせ
る。該検出用プローブは、一般的にfluorescence reson
ance energy transfer（FRET）プローブとよばれる。該
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プローブにおいて、5’側は自身で相補的に結合でき
る。また、3’側はフラップと相補的な配列を有してい
る。また、自身で相補的に結合できる5’側において、
5’末端にはレポーター蛍光が標識され、該5’末端の
3’側にはクエンチャー蛍光が標識されている。遊離し
たフラップの3’末端の塩基が、FRETプローブにハイブ
リダイズする結果、該プローブのレポーター蛍光が標識
された相補結合部位に侵入することで、cleavaseが認識
する構造が生成される。本方法においては、cleavaseに
よるレポーター蛍光標識部分の切断によって遊離したレ
ポーター蛍光を検出し、さらに、測定した蛍光の強度を
対照と比較する。
【００４６】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅
する。次いで、増幅したDNAを一本鎖に解離させる。次
いで、解離させた一本鎖DNAのうち、片鎖のみを分離す
る。次いで、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であ
って、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当
する部位の塩基の近傍より1塩基ずつ伸長反応を行い、
その際に生成されるピロリン酸を酵素的に発光させ、発
光の強度を測定する。次いで、測定した蛍光の強度を対
照と比較する。このような方法としては、例えば、Pyro
sequencing法（Anal. Biochem. (2000)10:103-110）等
が挙げられる。
【００４７】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅
する。次いで、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基で
あって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相
当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から3’側の塩基
配列に相補的な配列を有するプライマ―を調製する。次
いで、蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、増幅した
DNAを鋳型とし、調製したプライマーを用いて一塩基伸
長反応を行う。次いで、蛍光の偏光度を測定する。次い
で、測定した蛍光の偏光度を対照と比較する。このよう
な方法としては、例えば、AcycloPrime法（Genome Rese
arch (1999)9:492-498）等が挙げられる。
【００４８】さらに別の方法においては、まず、被検者
からDNA試料を調製する。次いで、HO-1遺伝子のプロモ
ータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩基
配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAを増幅
する。次いで、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基で
あって、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相
当する部位の塩基の1塩基3’側の塩基から3’側の塩基
配列に相補的な配列を有するプライマ―を調製する。次
いで、蛍光ラベルしたヌクレオチド存在下で、増幅した
DNAを鋳型とし、調製したプライマーを用いて、一塩基
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伸長反応を行う。次いで、一塩基伸長反応に使われた塩
基種を判定する。次いで、判定された塩基種を対照と比
較する。このような方法として、例えば、SNuPE法(Rapi
d VommunMass Spectrom. (2000)14:950-959)等が挙げら
れる。
【００４９】上記の方法以外にも、特定位置の変異のみ
を検出する目的にはアレル特異的オリゴヌクレオチド
（Allele Specific Oligonucleotide／ASO）ハイブリダ
イゼーション法が利用できる。変異が存在すると考えら
れる塩基配列を含むオリゴヌクレオチドを作製し、これ
とDNAでハイブリダイゼーションを行わせると、変異が
存在する場合、ハイブリッド形成の効率が低下する。そ
れをサザンブロット法や、特殊な蛍光試薬がハイブリッ
ドのギャップにインターカレーションすることにより消
光する性質を利用した方法等により検出することができ
る。
【００５０】本発明は、本発明の検査方法などに利用す
ることができる、配列番号：２に記載の塩基配列の1004
番目の塩基を含む、少なくとも15ヌクレオチドの鎖長を
有するオリゴヌクレオチドを提供する。本発明におい
て、オリゴヌクレオチドには、ポリヌクレオチドが含ま
れる。
【００５１】さらに、本発明は、本発明の検査方法に使
用するための試薬を提供する。その一つの態様として
は、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基を含むDNAにハイブリダイズし、少なくとも15ヌ
クレオチドの鎖長を有するオリゴヌクレオチドを含む検
査試薬が挙げられる。
【００５２】該オリゴヌクレオチドは、HO-1遺伝子のプ
ロモータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の
塩基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAに
特異的にハイブリダイズするものである。ここで「特異
的にハイブリダイズする」とは、通常のハイブリダイゼ
ーション条件下、好ましくはストリンジェントなハイブ
リダイゼーション条件下（例えば、サムブルックら,Mol
ecular Cloning,ColdSpring Harbour Laboratory Pres
s,New York,USA,第２版1989に記載の条件）において、
他のタンパク質をコードするDNAとクロスハイブリダイ
ゼーションを有意に生じないことを意味する。特異的な
ハイブリダイズが可能であれば、該オリゴヌクレオチド
は、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基を含むDNAに対し、完全に相補的である必要はな
い。
【００５３】HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であ
って、配列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当
する部位の塩基を含むDNAにハイブリダイズし、少なく
とも15ヌクレオチドの鎖長を有するオリゴヌクレオチド
は、上記本発明の検査方法におけるプローブ（該プロー
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ブが固定された基板を含む）やプライマーとして用いる
ことができる。該オリゴヌクレオチドをプライマーとし
て用いる場合、その長さは、通常15bp～100bpであり、
好ましくは17bp～30bpである。プライマーは、多型部分
を含むHO-1遺伝子のプロモータ―領域の少なくとも一部
を増幅しうるものであれば、特に制限されない。
【００５４】また、上記オリゴヌクレオチドをプローブ
として使用する場合、該プローブは、HO-1遺伝子のプロ
モータ―領域の塩基であって、配列番号：１に記載の塩
基配列の1004番目に相当する部位の塩基を含むDNAに特
異的にハイブリダイズするものであれば、特に制限され
ない。該プローブは、合成オリゴヌクレオチドであって
もよく、通常少なくとも15bp以上の鎖長を有する。
【００５５】本発明のオリゴヌクレオチドは、例えば市
販のオリゴヌクレオチド合成機により作製することがで
きる。プローブは、制限酵素処理等によって取得される
二本鎖DNA断片として作製することもできる。
【００５６】本発明のオリゴヌクレオチドをプローブと
して用いる場合は、適宜標識して用いることが好まし
い。標識する方法としては、T4ポリヌクレオチドキナー
ゼを用いて、オリゴヌクレオチドの5'端を32Pでリン酸
化することにより標識する方法、およびクレノウ酵素等
のDNAポリメラーゼを用い、ランダムヘキサマーオリゴ
ヌクレオチド等をプライマーとして32P等のアイソトー
プ、蛍光色素、またはビオチン等によって標識された基
質塩基を取り込ませる方法（ランダムプライム法等）を
例示することができる。
【００５７】また、本発明における検査試薬の別の態様
は、HO-1遺伝子のプロモータ―領域の塩基であって、配
列番号：１に記載の塩基配列の1004番目に相当する部位
の塩基を含むDNAを増幅するように設計されたフォワー
ドプライマーおよびリバースプライマーを含む検査試薬
である。プライマーの長さは、通常15bp～100bpであ
り、好ましくは17bp～30bpである。プライマーは、多型*
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*部分を含むHO-1遺伝子のプロモータ―領域の少なくとも
一部を増幅しうるものであれば、特に制限されない。
【００５８】上記の検査薬においては、有効成分である
オリゴヌクレオチド以外に、例えば、滅菌水、生理食塩
水、植物油、界面活性剤、脂質、溶解補助剤、緩衝剤、
保存剤等が必要に応じて混合されていてもよい。
【００５９】
【実施例】以下、本発明を実施例により、さらに具体的
に説明するが本発明はこれら実施例に制限されるもので
はない。
【００６０】[実施例１]本発明者らは、HO-1 のプロモ
ータ―領域における多型の同定を試みた。その結果、HO
-1のプロモータ―領域には、3種類の変異が見出された
（HO-P1、HO-P2、HO-P3）（図１）。このうち、HO-P1お
よびHO-P2は、本実施例において新たに見出された変異
である。なお、HO-P3は、GTリピートの繰り返しの数が
異なる変異である。
【００６１】[実施例２]実施例１に記載の3種類の遺伝
型と虚血性心疾患の関連を検討した。具体的には、心臓
カテーテル検査に於いて、虚血性心疾患であることが確
認された597人と、検診受診者で、虚血性心疾患の無い
ことが確認された1973人で検討した。HO-P1のAA型は、
虚血性心疾患群で10.84％の出現頻度であり、対照群で
の8.15％よりも高い傾向にあったが、統計的には有意差
は無かった（P=0.17）。HO-P3 のGTリピートは、15回か
ら43回まで認められたが、アレルの出現頻度は、虚血性
心疾患群と対照群で異なる傾向を認めたが（アレル30リ
ピートの出現頻度が虚血性心疾患で低い。P=0.0565）、
強い有意差ではなかった。一方、HO-P2に関しては、表
１に示すように、AA型の出現頻度が虚血性心疾患群で1
6.08％と、対照群の21.29％より低く、統計的にも有意
差(p=0.0136)が認められた。
【００６２】
【表１】

P=0.0136 (分割表分析)
【００６３】[実施例３]虚血性心疾患の危険因子とし
て、糖尿病・現在の喫煙習慣・性・体容積指数（Body m
ass index：BMI）などが挙げられている。そこで、これ
らの関与を考えた上での虚血性心疾患と遺伝型の影響を
明らかにするため、Multiple Logistic 解析を行った。
この際、HO-P2の遺伝型であるAA型、AT型、およびTT型
を、AA型とAT+TT型の2群に分けた。検討の結果、AT+TT
遺伝型は、AA型に比べオッズ比1.516（95%CI 1.123～2.

070）で虚血性心疾患群の素因遺伝型であることが判明
した。また、HO-P2における AA型は、虚血性心疾患に対
してprotectiveに作用することがわかった（表２）。な
お、表２において、オッズ比下限およびオッズ比上限
は、それぞれ、95％の信頼区間におけるオッズ比下限お
よびオッズ比上限を意味する。
【００６４】
【表２】
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【００６５】[実施例４]AアレルとTアレルのプロモータ
ー活性を、牛内皮細胞を用い、過酸化水素刺激下で検討
した。Aアレルのプロモーター活性はTアレルのプロモー
ター活性よりも高かった。Aアレルの方が酸化ストレス
に対するHO-1の誘導が大きく、より防御的に作用するた
め、動脈硬化の進展発症も遅れ、虚血性心疾患の発症も
少ないと思われる。従来報告されていたHO-P3 がプロモ
ーター活性に影響を与えるとの報告は、HO-P2 と連鎖不
平衡のあるためで、本質的影響力を持つのは HO-P2 で
あるとの結果も得ている。以上のことから、AA型におけ
る虚血性心疾患の発症の抑制は、HO-1 遺伝子のプロモ
ータ―活性上昇によるHO-1 の発現量の増大によるもの
であると考えられる。
【００６６】
【発明の効果】本発明によって、酸化ストレスが関与す
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る疾患の発症しやすさに影響する遺伝性素因を有するか
否かを検査するための方法および該検査のための試薬が
提供された。該検査方法および該検査試薬を使用するこ
とで、酸化ストレスが関与する疾患の発症しやすさに影
響する遺伝性素因を有するか否かを検査できるようにな
った。また、該検査方法および該検査試薬を使用するこ
とで、酸化ストレスが関与する疾患に罹患している被検
者は、その原因が、酸化ストレスが関与する疾患に発症
しやすい遺伝性素因にあることを認識することができる
ようになった。このような検査によって、酸化ストレス
が関与する疾患の効果的な発症予防または適切な治療を
行うことができるものと大いに期待される。
【００６７】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
      
<110> President of National Car
diovascular Center
      The Organization for Pharmaceutica
l Safety and Research
      Genox Research, Inc.

<120> A method to identify susce
ptibility to oxidative stress-related
 di
seases
<130> G1-A0206
<140>
<141>
<160> 2                             
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1440
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
gaattccagg aagttttttt tttttttttt tgtt
tttttt tttttttgag ggacagcgtc 60    
ttgttctgtt gcccaggtta gaatacagta gcgt
ggtcac agctcactcc agcctctaca 120   
tcccaggctc aagtgaacct ccagcctcag cctc
ccaagt agctgggacc acaggcatgt 180   
gccaccatgc ccagctaatt tattttatat tttg
tagaga cggggtctcc ctatgttgcc 240   
caggccagtc tcgaactcaa agcaatcttc ccac
ctcgac tgggctcaaa gcgctcttcc 300   
cacctcaacc tcccaaagta ctgggactac aggt
gtgagc taccatgcca ggcctgaaag 360   
ccatcttaaa aaaaaaatct tagaatgaga tcac
agtatt gggaaaggac tgtatgaatc 420   
atctggtcca ttcgttttgt cctctgggtt cacc
cagtga ccctatttcc cccgagttct 480   
aaggagtcca cctcatgcag aattgattca atag
gcgatc agcaagggcc agctctgctc 540   
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tgggccctga gcaggcactg agtataagtc agac
ctgaat gtgcctggaa gagtgtccca 600   
cgcattccag cagggaagca gtttgtatga cagg
tgtccc agtccaggcg gataccaggt 660   
gctgccagag tgtggaggag gcaggcgggg actt
agtctc ctccctgggt ttggacactg 720   
gcatcctgct ttatgtgtga caccactgca cccc
tctgag cctcggtttc cccatctgta 780   
aaatagaagc gatctaccct cacaggtcag ttgt
agggat gaaccatgaa aatactagag 840   
tctctgtttt ttgacaggaa ctcaaaaaac agat
cctaaa tgtacattta aagagggtgt 900   
gaggaggcaa gcagtcagca gaggattcca gcag
gtgaca ttttagggag ctggagacag 960   
cagagcctgg ggttgctaag ttcctgatgt tgcc
caccag gcttttgctc tgagcagcgc 1020  
tgcctcccag ctttctggaa ccttctggga cgcc
tggggt gcatcaagtc ccaaggggac 1080  
agggagcaga agggggggct ctggaaggag caaa
atcaca cccagagcct gcagcttctc 1140  
agatttcctt aaaggttttg tgtgtgtgtg tgtg
tgtgtg tgtgtgtgta tgtgtgtgtg 1200  
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtt ttctctaaaa gtcc
tatggc cagactttgt ttcccaaggg 1260  
tcatatgact gctcctctcc accccacact ggcc
cggggc gggctgggcg cgggcccctg 1320  
cgggtgttgc aacgcccggc cagaaagtgg gcat
cagctg ttccgcctgg cccacgtgac 1380  
ccgccgagca taaatgtgac cggccgcggc tccg
gcagtc aacgcctgcc tcctctcgag 1440  
<210> 2
<211> 1440
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 2
gaattccagg aagttttttt tttttttttt tgtt
tttttt tttttttgag ggacagcgtc 60    
ttgttctgtt gcccaggtta gaatacagta gcgt
ggtcac agctcactcc agcctctaca 120   
tcccaggctc aagtgaacct ccagcctcag cctc
ccaagt agctgggacc acaggcatgt 180   
gccaccatgc ccagctaatt tattttatat tttg
tagaga cggggtctcc ctatgttgcc 240   
caggccagtc tcgaactcaa agcaatcttc ccac
ctcgac tgggctcaaa gcgctcttcc 300   
cacctcaacc tcccaaagta ctgggactac aggt
gtgagc taccatgcca ggcctgaaag 360   
ccatcttaaa aaaaaaatct tagaatgaga tcac
agtatt gggaaaggac tgtatgaatc 420   
atctggtcca ttcgttttgt cctctgggtt cacc
cagtga ccctatttcc cccgagttct 480   
aaggagtcca cctcatgcag aattgattca atag
gcgatc agcaagggcc agctctgctc 540   
tgggccctga gcaggcactg agtataagtc agac
ctgaat gtgcctggaa gagtgtccca 600   
cgcattccag cagggaagca gtttgtatga cagg
tgtccc agtccaggcg gataccaggt 660   
gctgccagag tgtggaggag gcaggcgggg actt
agtctc ctccctgggt ttggacactg 720   
gcatcctgct ttatgtgtga caccactgca cccc
tctgag cctcggtttc cccatctgta 780   
aaatagaagc gatctaccct cacaggtcag ttgt
agggat gaaccatgaa aatactagag 840   
tctctgtttt ttgacaggaa ctcaaaaaac agat
cctaaa tgtacattta aagagggtgt 900   
gaggaggcaa gcagtcagca gaggattcca gcag
gtgaca ttttagggag ctggagacag 960   
cagagcctgg ggttgctaag ttcctgatgt tgcc
caccag gctattgctc tgagcagcgc 1020  
tgcctcccag ctttctggaa ccttctggga cgcc
tggggt gcatcaagtc ccaaggggac 1080  
agggagcaga agggggggct ctggaaggag caaa
atcaca cccagagcct gcagcttctc 1140  
agatttcctt aaaggttttg tgtgtgtgtg tgtg
tgtgtg tgtgtgtgta tgtgtgtgtg 1200  
tgtgtgtgtg tgtgtgtgtt ttctctaaaa gtcc
tatggc cagactttgt ttcccaaggg 1260  
tcatatgact gctcctctcc accccacact ggcc
cggggc gggctgggcg cgggcccctg 1320  
cgggtgttgc aacgcccggc cagaaagtgg gcat
cagctg ttccgcctgg cccacgtgac 1380  
ccgccgagca taaatgtgac cggccgcggc tccg
gcagtc aacgcctgcc tcctctcgag 1440  
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【図面の簡単な説明】
【図１】  HO-1 のプロモータ―領域における多型部位

28
を示す図である。
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【図１】
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