
(57)【要約】
　本発明は、生物の抗体およびＴ細胞受容体のｍＲＮＡレパートリーのプロファイリング
のための方法に関する。生成されるプロファイルは、現在の免疫状態を説明するものであ
る。この知識は、病気の診断および予測、ならびに治療薬およびタンパク質の同定に有用
である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 特 性 化 す る た め の 、 次 の 工 程 か ら な る 方 法 ：
　 i)脊 椎 動 物 か ら 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、
　 ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、
　 iii)固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に
よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ ； そ し て
　 iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 特 定 の 免 疫 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 次 の 工 程 か ら な る 方 法 ：
　 i)脊 椎 動 物 か ら 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、
　 ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、
　 iii)固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に
よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ ； そ し て
　 iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (ii)に お け る 調 製 工 程 が １ つ ま た は 複 数 の 免 疫 遺 伝 子 の 可 変 領 域 の 増 幅 を 含 む 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 増 幅 さ れ る 可 変 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 増 幅 さ れ る 可 変 領 域 が 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 増 幅 さ れ る 可 変 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ ２ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 増 幅 工 程 が Ｐ Ｃ Ｒ ま た は イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ お よ び 配 列 番 号 ７ か ら な る プ ラ イ マ ー 群 か ら 選 択 さ れ る ５ ’ プ
ラ イ マ ー ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む ５ ’ プ ラ イ マ ー 、 お よ び 配
列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ３ の 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に Ｐ Ｃ Ｒ 適 合 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 配 列 を 有 す る ３ ’ プ ラ イ マ ー を 用 い て 免 疫 遺 伝 子 の 可 変 領 域 を 増 幅 さ せ る 、 請 求 項
３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 (iii)の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ガ ラ ス 、 シ リ コ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に 固 定 化 さ
れ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 (i)に お け る 細 胞 が 血 液 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 (i)に お け る 細 胞 が Ｂ リ ン パ 球 お よ び ／ ま た は Ｔ リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (ii)の 核 酸 分 子 が Ｂ 細 胞 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 の 可 変 領 域 を 表 す 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 (iii)に お い て 固 定 化 さ れ る 核 酸 分 子 が ラ ン ダ ム 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 、 請 求 項
１ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ラ ン ダ ム 配 列 が ７ ～ １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド 長 を 有 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 固 定 さ れ る 核 酸 分 子 が 抗 体 ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 の 可 変 領 域 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 中
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に 含 ま れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 ま た は 相 補 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 固 定 化 さ れ る 核 酸 分 子 が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 固 定 化 さ れ る 核 酸 分 子 が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 固 定 化 核 酸 分 子 が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 固 定 化 核 酸 分 子 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上 に 固 定 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 固 定 化 核 酸 分 子 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は 紙 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 核 酸 分 子 が ラ ベ ル さ れ る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ラ ベ ル が 蛍 光 性 、 発 光 性 ま た は 放 射 性 で あ る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 脊 椎 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ３ に 記 載 の 任 意 の 方 法 を 行 う た め に 必 要 な 物 質 を 含 有 し て い る 診 断 キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 疾 患 を 、 該 脊 椎 動 物 の 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル か ら 同 定 す る た
め の 、 次 の 工 程 か ら な る 方 法 ：
　 (i)該 サ ン プ ル か ら 試 験 す べ き 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分
子 を 調 製 し 、
　 (ii)固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (i)の 核 酸 分 子 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ
り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
　 (iii)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し ； そ し て
　 (iv)検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン を 健 康 な 脊 椎 動 物 お よ び ／ ま
た は 病 気 の 脊 椎 動 物 の 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン と 比 較 す る 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 少 な く と も １ つ の 免 疫 遺 伝 子 の 転 写 、 免 疫 受 容 体 数 お よ び ／ ま た は 免
疫 細 胞 数 を 増 大 さ せ る ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 次 の 工 程 か ら な る 方 法
：
　 (i)脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、
　 (ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 す 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、
　 (iii)固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
　 (iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、
　 (v)化 合 物 存 在 下 に 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 さ れ た パ タ ー ン を 、
化 合 物 が 存 在 し な い 場 合 に 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 さ れ た パ タ ー ン
と 比 較 す る 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 工 程 か ら な る 方 法 ：
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　 (i)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、
　 (ii)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 す 核 酸 分 子 を
該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、
　 (iii)固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、
　 (iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、
　 (v)健 康 な 脊 椎 動 物 お よ び 病 気 の 脊 椎 動 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 さ れ
た パ タ ー ン を 比 較 し 、
　 (vi)健 康 な 脊 椎 動 物 と 比 較 し て 病 気 の 脊 椎 動 物 に お い て 発 生 量 が よ り 高 い か ま た は よ り
低 い 、 少 な く と も １ つ の 免 疫 遺 伝 子 、 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免 疫 細 胞 を 含 む 医 薬 組 成
物 を 調 製 す る 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 工 程 か ら な る 方 法 ：
　 (i)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、
　 (ii)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 す 核 酸 分 子 を
該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、
　 (iii)固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し 、
　 (iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、
　 (v)健 康 な 脊 椎 動 物 と 比 較 し て 病 気 の 脊 椎 動 物 に お い て 発 生 量 が よ り 低 い か ま た は よ り
高 い 、 免 疫 遺 伝 子 、 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免 疫 細 胞 の 生 成 を 刺 激 す る ま た は 低 下 さ せ
る 少 な く と も １ つ の 物 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン を 用 い る 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ 、 ま た は 請 求 項 ２ ５ ま た は 請 求 項 ２
６ ま た は 請 求 項 ２ ８ ま た は 請 求 項 ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 あ い ま い 理 論 、 人 工 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク 、 主 成 分 分 析 、 エ キ ス パ ー ト シ ス テ ム ま た
は ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ 、 ま た は 請 求 項 ２ ５ ま た は 請 求
項 ２ ６ ま た は 請 求 項 ２ ８ ま た は 請 求 項 ２ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 生 物 の 抗 体 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ パ ー ト リ ー の プ ロ フ ァ イ リ ン グ
の 方 法 に 関 す る 。 作 成 さ れ た プ ロ フ ィ ー ル は 、 現 在 の 免 疫 状 態 を 説 明 す る も の で あ る 。 こ
の 知 識 は 病 気 の 診 断 お よ び 予 測 に 有 用 で あ り 、 治 療 薬 お よ び タ ン パ ク 質 の 同 定 に 有 用 で あ
る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 発 明 の 背 景
　 脊 椎 動 物 の 適 応 免 疫 系 は 、 膨 大 な 多 様 性 を 有 す る 抗 原 お よ び 病 原 体 へ の 特 異 的 な 応 答 を
可 能 に し て い る 。 こ の 応 答 は 、 Ｂ リ ン パ 球 お よ び Ｔ リ ン パ 球 の 存 在 に 基 づ く も の で あ り 、
こ れ ら リ ン パ 球 は 、 Ｂ 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞 発 達 中 に 体 細 胞 遺 伝 子 組 換 え を 通 じ て 組 み 立 て ら
れ る Ｂ 細 胞 受 容 体 (Ｂ Ｃ Ｒ )ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 (Ｔ Ｃ Ｒ )を 通 し て 自 ら の 機 能 を 及 ぼ す 。 Ｂ
Ｃ Ｒ お よ び Ｔ Ｃ Ｒ は 、 リ ガ ン ド の 認 識 後 に 特 定 の シ グ ナ ル を 媒 介 す る 共 受 容 体 と 共 に Ｂ お
よ び Ｔ リ ン パ 球 の 膜 に 結 合 し て い る 。 さ ら に 、 Ｂ リ ン パ 球 は 、 Ｂ Ｃ Ｒ を 特 定 の 抗 体 の 形 で
分 泌 す る こ と が 可 能 で 、 そ れ ら 抗 体 も 免 疫 反 応 を 及 ぼ す こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 組 換 え 過 程 (Ｖ (Ｄ )Ｊ 組 換 え と し て 知 ら れ る )に よ り 、 Ｂ Ｃ Ｒ お よ び Ｔ Ｃ Ｒ の 高 度 な 多 様
性 が 可 能 で あ り 、 そ の 多 様 性 は 脊 椎 動 物 に お け る リ ン パ 球 数 よ り 桁 違 い に 高 い 。 例 え ば 、
推 定 数 で １ ０ １ ４ ～ １ ０ １ ５ の 異 な る Ｂ Ｃ Ｒ 特 異 性 は 、 ヒ ト に 存 在 す る ほ ん の １ ０ １ １ の
Ｂ 細 胞 に よ り 理 論 的 に 生 み 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｂ 細 胞
　 Ｂ リ ン パ 球 は 、 ウ イ ル ス 、 寄 生 生 物 お よ び 細 菌 な ど の 外 部 か ら の 侵 入 物 に 特 異 的 に 結 合
し 、 そ れ ら の 破 壊 を 開 始 さ せ 得 る 抗 体 を 産 生 す る こ と に よ る 、 体 液 性 免 疫 の 主 た る 媒 介 物
質 で あ る 。 抗 体 は 、 血 液 、 リ ン パ 管 お よ び 体 液 中 を 循 環 す る 球 状 タ ン パ ク 質 で あ る 。 体 液
性 免 疫 応 答 は 、 抗 体 に よ る 抗 原 の 認 識 に 基 づ い て い る 。 抗 原 破 壊 に お い て 、 抗 体 は ３ つ の
主 機 能 ： (１ )体 液 性 ブ ラ ン チ (branch)、 補 体 系 、 多 種 の タ ン パ ク 質 に 基 づ く 系 の 主 な エ フ
ェ ク タ ー の 活 性 化 、 (２ )抗 原 に 対 す る 結 合 、 即 ち そ れ ら の 傷 害 可 能 性 の 排 除 、 お よ び (３ )
専 門 的 食 細 胞 上 の Ｆ ｃ 受 容 体 に よ る 認 識 を 実 行 す る 。 抗 原 は ま ず 、 特 異 的 Ｂ 細 胞 の 表 面 で
膜 に 結 合 し た 抗 体 (Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｄ )に よ り 認 識 さ れ る 。 次 い で 、 そ れ は 細 胞 内 に 取 り
込 ま れ 、 ク ラ ス II Ｍ Ｈ Ｃ 活 性 化 ヘ ル パ ー Ｔ ２ 細 胞 上 に 提 示 さ れ る 。 樹 状 細 胞 ま た は マ ク
ロ フ ァ ー ジ な ど の 他 の 抗 原 提 示 細 胞 も ヘ ル パ ー Ｔ ２ 細 胞 を 活 性 化 し 得 る 。 そ の 後 、 そ れ ら
は Ｂ 細 胞 に 結 合 し て Ｉ Ｌ － ４ な ど の サ イ ト カ イ ン 放 出 に よ り Ｂ 細 胞 を 刺 激 し 、 形 質 細 胞 へ
の 分 化 を 開 始 さ せ る で あ ろ う 。 こ れ ら 形 質 細 胞 は 、 か な り の 量 の 分 泌 抗 体 を 産 生 、 分 泌 し
、 こ の 抗 体 は 、 溶 液 中 で 遊 離 状 態 で あ る か ま た は 外 来 細 胞 の 表 面 上 に あ る 抗 原 に 結 合 し て
、 沈 殿 物 を 形 成 し 、 抗 体 Ｆ ｃ セ グ メ ン ト に お い て コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 変 化 を 引 き 起 こ す
。 こ の 変 化 は 、 微 生 物 の 表 面 抗 原 に 抗 体 が 結 合 す る こ と か ら 始 ま る カ ス ケ ー ド に お い て 補
体 系 が 外 来 細 胞 の 溶 解 を 開 始 さ せ る こ と を 可 能 に す る 。 そ の 他 、 抗 原 が 膜 に 結 合 し て い な
い が 抗 体 に よ り 沈 殿 す る な ら 、 「 イ ノ セ ン ト ・ バ イ ス タ ン ダ ー 溶 解 (Innocent-Bystander 
Lysis)」 が 生 じ て 、 活 性 細 胞 を 殺 す 。 さ ら に 、 補 体 系 の タ ン パ ク 分 解 産 物 は 、 好 中 球 お よ
び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 呼 び 込 む 責 を 担 う オ プ ソ ニ ン と し て 働 く 。 こ れ は さ ら に 、 外 来 抗 原 に
対 す る 免 疫 系 の 感 作 お よ び 炎 症 反 応 を 開 始 さ せ る 。 補 体 系 活 性 物 質 と し て の 抗 体 機 能 (特
に Ｉ ｇ Ｍ )に 加 え て 、 そ れ ら は 自 身 が オ プ ソ ニ ン と し て も 作 用 し 、 好 中 球 を 呼 び 込 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 脊 椎 動 物 が 体 液 性 免 疫 反 応 を 開 始 さ せ る た め の 効 率 性 は 特 異 的 抗 体 の 存 在 に 依 存 し て い
る の で 、 発 現 さ れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 完 全 な コ レ ク シ ョ ン (す な わ ち 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「
レ パ ー ト リ ー 」 )が 生 物 の 免 疫 状 態 の 決 定 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し な が ら 、 Ｖ (Ｄ )Ｊ 組 換 え は 、 Ｂ 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞 に お け る 別 個 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 座
の 体 細 胞 再 構 成 (rearrangement)を 通 じ て 行 わ れ る の で 、 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム Ｖ (Ｄ )Ｊ 再 構
成 の コ レ ク シ ョ ン も 「 レ パ ー ト リ ー 」 と 称 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の う ち 一 部 の 再 構 成
は 実 際 に は 発 現 さ れ て い な い か も し れ な い (そ れ ら が 非 生 産 的 に 再 構 成 さ れ て い る の で )が
、 Ｂ 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞 の ゲ ノ ム 再 構 成 の 状 態 に つ い て の 知 識 に よ り 、 発 現 さ れ る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 レ パ ー ト リ ー の 推 定 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｔ 細 胞
　 Ｔ リ ン パ 球 は 、 ヒ ト に お け る 細 胞 性 免 疫 の 主 媒 介 物 質 で あ り 、 感 染 物 質 (例 え ば 、 ウ イ
ル ス お よ び 細 菌 )に 対 す る 免 疫 応 答 お よ び 新 生 物 疾 患 に 対 す る 体 の 天 然 の 防 御 に お い て 重
要 な 役 割 を 占 め て い る 。 同 様 に 、 Ｔ リ ン パ 球 は 、 宿 主 の 免 疫 系 が 外 部 宿 主 か ら 移 植 さ れ た
組 織 を 攻 撃 (拒 絶 )す る 急 性 移 植 片 対 宿 主 病 、 自 己 免 疫 疾 患 、 過 敏 症 、 退 化 性 神 経 系 疾 患 お
よ び 他 の 多 く の 状 態 に お い て 中 心 的 役 割 を 果 た し て い る 。 Ｔ 細 胞 免 疫 反 応 は 、 １ つ (ま た
は そ れ 以 上 )の 特 定 の Ｔ 細 胞 が 特 定 の 抗 原 を 認 識 し 、 成 長 － 促 進 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し 、
そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル (ま た は オ リ ゴ ク ロ ー ナ ル )性 の 拡 大 を 遂 げ 、 外 来 抗 原 を 認 識 し て 除
去 す る 別 の Ｔ 細 胞 を も た ら す こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 各 Ｔ 細 胞 お よ び そ の 子 孫 は 、 相 補 的 で 構 造 的 に 唯 一 で あ る 抗 原 を 認 識 す る Ｔ 細 胞 受 容 体
(Ｔ Ｃ Ｒ )が 構 造 的 に 唯 一 で あ る と い う 理 由 で 唯 一 の も の で あ る 。 一 般 的 に 、 Ｔ 細 胞 は ２ つ
の 型 の Ｔ Ｃ Ｒ の ど ち ら か を 産 生 す る 。 γ δ 受 容 体 は 、 Ｔ リ ン パ 球 の ＜ ５ ％ に お い て 見 出 さ
れ る 。 こ れ は Ｔ 細 胞 の 発 達 の 初 期 段 階 に の み 合 成 さ れ る 。 Ｔ Ｃ Ｒ α β は 、 ＞ ９ ５ ％ の リ ン
パ 球 に お い て 見 ら れ る 。 こ れ は Ｔ 細 胞 発 達 に お い て γ δ よ り 後 期 に 合 成 さ れ る 。 Ｔ Ｃ Ｒ α
β は 、 細 胞 介 在 性 免 疫 に お け る ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 機 能 お よ び 細 胞 介 在 性 免 疫 に お け る キ ラ ー
Ｔ 細 胞 機 能 を 担 う 。 Ｔ Ｃ Ｒ は Ｍ Ｈ Ｃ タ ン パ ク 質 表 面 の 溝 に あ る ペ プ チ ド を 認 識 す る 。 こ の
特 異 的 相 互 作 用 の 結 果 は 、 Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 を 通 じ た シ グ ナ リ ン グ で あ る 。 Ｔ 細 胞 の 分 化 段 階
お よ び 同 時 刺 激 (co-stimulatory)シ グ ナ ル に 依 存 し て 、 こ れ は Ｔ 細 胞 増 殖 、 Ｔ 細 胞 エ フ ェ
ク タ ー 機 能 、 Ｔ 細 胞 ア ネ ル ギ ー ま た は 細 胞 死 を 導 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｔ Ｃ Ｒ の 多 様 性 の 基 礎 お よ び 構 造 は 、 現 在 良 く 知 ら れ て い る 。 多 様 性 は 、 Ｔ Ｃ Ｒ 遺 伝 子
座 で の 体 細 胞 組 換 え を 通 じ て 生 み 出 さ れ る 。 こ の 組 換 え は 、 ３ つ の 異 な る セ グ メ ン ト 型 ：
Ｖ (可 変 )、 Ｄ (多 様 性 )お よ び Ｊ (結 合 )セ グ メ ン ト を 含 み 、 こ れ ら は 免 疫 グ ロ ブ リ ン に お け
る 組 換 え に 似 て い る 。 別 の 多 様 性 は 、 組 換 え 過 程 中 に セ グ メ ン ト の 接 合 部 で 生 じ る 。 Ｔ Ｃ
Ｒ α の 構 成 は Ｉ ｇ κ の 構 成 と 似 て お り 、 一 個 の Ｃ 遺 伝 子 の 前 に あ る Ｊ セ グ メ ン ト の ク ラ ス
タ ー か ら 隔 て ら れ た Ｖ 遺 伝 子 を 有 す る 。 α セ グ メ ン ト に 加 え て 、 こ の 遺 伝 子 座 は δ セ グ メ
ン ト も 含 む 。 Ｔ Ｃ Ｒ β の 構 成 は 異 な っ て お り 、 各 々 が Ｄ セ グ メ ン ト 、 数 個 の Ｊ セ グ メ ン ト
お よ び Ｃ 遺 伝 子 を 含 む ２ つ の ク ラ ス タ ー か ら 隔 て ら れ た Ｖ 遺 伝 子 を 有 す る 。 Ｔ 細 胞 受 容 体
α お よ び β 鎖 内 で 可 変 領 域 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 見 ら れ る 領 域 と 似 て い る 超 可 変 領 域 で あ
り 、 そ こ で は 抗 原 と 接 触 す る 主 な 点 を 形 成 し 、 ゆ え に Ｃ Ｄ Ｒ (相 補 性 決 定 領 域 )と 称 さ れ る
。 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 類 推 に 基 づ い て 、 こ れ ら Ｔ Ｃ Ｒ 超 可 変 領 域 は 、 結 合 し て い る β －
シ ー ト Ｔ Ｃ Ｒ フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 か ら ル ー プ を 作 り 出 し て い る (loop out)と 考 え ら れ て い
る 。 ２ つ の Ｃ Ｄ Ｒ (Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ２ )は 、 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 (Ｍ Ｈ Ｃ )ペ プ チ ド
配 列 と 優 位 に 接 触 す る と 仮 定 さ れ る の に 対 し て 、 第 三 の 中 央 に 位 置 す る Ｃ Ｄ Ｒ (Ｃ Ｄ Ｒ ３ )
は Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原 結 合 溝 に 結 合 し た ペ プ チ ド と 接 触 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｔ Ｃ Ｒ α β 細 胞 に つ い て 、 末 梢 で 利 用 可 能 な レ パ ー ト リ ー は ラ ン ダ ム な 組 換 え 過 程 の 結
果 の み で は な い 。 中 心 と な る レ パ ー ト リ ー 形 成 は 、 自 己 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 を 認 識 す る 可 能 性 が
あ る Ｔ 細 胞 の 正 の 選 択 、 お よ び 明 白 に 自 己 と 反 応 す る Ｔ 細 胞 の 破 壊 (負 の 選 択 )の 両 方 に よ
り 胸 腺 で の Ｔ 細 胞 発 達 中 に 起 こ る
【 ０ ０ １ １ 】
　 自 己 免 疫 、 病 原 菌 に 対 す る 応 答 、 同 種 免 疫 お よ び 腫 瘍 免 疫 を 含 む 、 正 常 な 生 理 学 的 お よ
び 病 理 学 的 状 態 に お け る Ｔ 細 胞 の 反 応 の 特 性 化 は 、 免 疫 系 に よ る 病 気 の 制 御 を 理 解 す る た
め の 鍵 で あ り 、 多 く の 臨 床 的 状 態 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 始 め て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 あ る 時 点 で 脊 椎 動 物 に よ り 発 現 さ れ て い る Ｂ Ｃ Ｒ お よ び Ｔ Ｃ Ｒ の 全 体 、 す な わ ち 脊 椎 動
物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 状 態 を 映 し 出 す 。 ゆ え に 、 脊 椎 動 物 の 免
疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー の 簡 潔 な 分 析 か ら 、 免 疫 状 態 に つ い て お よ び 病 気 に 対 す る 感 受 性 に
つ い て の 結 論 を 引 き 出 す こ と が で き る 。 さ ら に 、 進 行 中 の 病 気 お よ び 炎 症 反 応 は 、 免 疫 遺
伝 子 レ パ ー ト リ ー に よ り 評 価 す る こ と が で き 、 治 療 に 対 す る 決 定 を 下 す こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ケ モ カ イ ン 、 サ イ ト カ イ ン お よ び 膜 結 合 シ グ ナ リ ン グ 分 子 な ど の シ グ ナ リ ン グ 分 子 に よ
り 別 の レ ベ ル の 複 雑 性 が 免 疫 系 に 加 え ら れ て い る 。 こ れ ら の 免 疫 分 子 は 、 免 疫 系 の Ｔ 細 胞
、 Ｂ 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 間 の ク ロ ス ト ー ク (crosstalk)を 可 能 に す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の
シ グ ナ リ ン グ 分 子 の 発 現 分 析 は 、 Ｂ Ｃ Ｒ お よ び Ｔ Ｃ Ｒ レ パ ー ト リ ー 分 析 に よ り 得 ら れ る 情
報 を 補 足 し て 生 物 の 免 疫 状 態 の 評 価 も 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 当 技 術 分 野 の 現 状
　 様 々 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ｉ ｇ )レ パ ー ト リ ー 分 析 が 、 過 去 に 行 わ れ 、 Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー に
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お け る 変 化 が 、 生 物 の 、 異 な る 生 理 学 的 段 階 に 関 係 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 よ り 具 体 的
に は 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 肝 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 リ ン パ 腫 お よ び 移 植 片 対 宿 主 病 の よ う な
疾 患 は Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー に お け る 変 動 と 関 連 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し 、 以 前 の 全 て の レ パ ー ト リ ー 分 析 は 、 処 理 量 の 高 い 分 析 が で き な い そ れ ら の 実 験
計 画 に よ り 妨 げ ら れ て い た 。 以 前 の 分 析 は 、 フ ィ ル タ ー に 対 す る コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 配 列 決 定 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )ス ペ ク ト ラ タ イ ピ ン グ を 用 い て 行 わ れ
て い た 。 そ れ ら の 方 法 は 、 非 常 に 面 倒 な も の で あ っ て 、 統 計 的 に 有 意 な 数 の 個 体 の Ｉ ｇ と
Ｔ Ｃ Ｒ レ パ ー ト リ ー を 評 価 し て 比 較 す る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー 分 析 の １ 例 は 、 Williamsonら [Proc Natl Acad Sci U S A., 13; 98(4
):1793-8, 2001]に よ り 提 供 さ れ 、 彼 ら は 多 発 性 硬 化 症 患 者 の 急 性 プ ラ ー ク か ら Ｒ Ｎ Ａ を
抽 出 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 し 、 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て サ ブ ク ロ ー ン 化 し
た 。 し か し 、 選 択 さ れ た Ｉ ｇ 鎖 の み が 続 い て 分 析 さ れ た 。 こ の た め に 単 一 の 軽 鎖 お よ び 重
鎖 を 真 核 細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 組 換 え ら れ た 全 Ｉ ｇ 分 子 を 発 現 さ せ た 。 得 ら
れ た 完 全 な Ｉ ｇ 分 子 の 特 異 性 を 免 疫 細 胞 化 学 お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 検 討 し た 。 Willia
msonら (2001)は 労 働 集 約 的 方 法 を 使 用 し 、 そ の 方 法 は 完 全 な Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー を カ バ ー す
る も の で は 決 し て な か っ た 。 お そ ら く 実 験 系 の 複 雑 さ の た め に 、 健 康 な 対 照 個 体 は 含 ま れ
な か っ た 。 し か し 、 Williamsonら (2001)は 、 自 己 免 疫 Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー が Ｍ Ｓ 患 者 に 存 在
す る こ と を 示 す こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 例 は 、 Baxendaleら [Eur J Immunol., 30(4):1214-23, 2000]に よ り 提 供 さ れ 、 彼 ら
は ヒ ト 個 体 由 来 の Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を 確 立 し た 。 そ れ ら 個 体 の Ｉ ｇ レ パ ー ト リ ー は 、
次 い で Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び 配 列 決 定 に よ り 特 性 化 さ れ た 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 Baxendaleら (
2000)は 、 S.pneumoniaeお よ び 様 々 な S.pneumoniaeワ ク チ ン に 対 す る ヒ ト 免 疫 反 応 を 分 析
す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 免 疫 系 を よ り 理 解 し 、 モ ニ タ ー し 、 そ し て 変 調 さ せ る た め に Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー を モ ニ
タ ー す る た め 、 徹 底 的 な 研 究 努 力 が 改 良 法 の 開 発 に 注 が れ て き た 。 Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分
析 の 方 法 に は 、 ラ ン ダ ム 配 列 決 定 、 Ｒ Ｎ aseプ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ (Okada et al., J.Ex
p.Med. 169:1703-1719, 1989; Singer et al., EMBO J. 9:3641-3648, 1990)、 ア ン カ ー
Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 逆 (inverse)Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 作 製 さ れ た Ｅ .coliに お け る Ｔ Ｃ Ｒ ミ ニ ・ ラ イ ブ ラ
リ ー (Rieux-Laucat et al., Eur.J.Immunol. 23:928-934; Uematsu et al., Immunogenet
ics 34:174-178, 1991)お よ び 使 用 可 能 時 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ｍ Ａ ｂ )を 使 用
し た Ｖ － 遺 伝 子 使 用 分 析 (Genevee et al., Int.Immunol. 6:1497-1504, 1994)が 含 ま れ る
。 Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 に お い て 、 よ り 成 功 を 収 め て い る 進 歩 の 多 く の も の は 、 Ｔ 細 胞
受 容 体 レ パ ー ト リ ー の 測 定 に 向 け ら れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )法 を 含 ん で い る 。
Cottrez et al., J.Immunol.Methods, 172:85-94, 1994を 総 括 と し て 参 照 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Oaksら (Am.J.Med.Sci., 309(1):26-34, 1995)は 、 細 胞 サ ン プ ル か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 、 Ｒ
Ｎ Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 お よ び フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｖ α お よ び Ｖ β オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ (約 ４ ０ サ イ ク ル )に よ る 一 部 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 か ら な る 、 Ｔ 細
胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 の Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ い た 方 法 を 報 告 し た 。 そ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ２ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 、 次 い で α － 鎖 ま た は β － 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 プ ロ ー ブ を 使 用 し た サ
ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し 、 明 ら か な バ ン ド が 検 出 さ れ る な ら 特 異 的 Ｔ Ｃ Ｒ  Ｖ α
ま た は Ｖ β フ ァ ミ リ ー の 発 現 は 陽 性 で あ る と 考 え ら れ た 。 こ の 方 法 は 心 臓 同 種 移 植 患 者 に
お い て 組 織 拒 絶 病 変 と 非 拒 絶 病 変 と を 見 分 け る の に 有 用 で あ っ た 。 し か し 、 サ ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 は 、 個 々 の Ｖ α ま た は Ｖ β 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 内 の Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー に つ い て 最 適
下 限 の 情 報 を も た ら す 。 理 由 に つ い て は 、 Dietrichら (Blood, 80(9):2419-24, 1992)も 参
照 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 欧 州 特 許 出 願 番 号 0653 493 Al(1993年 4月 30日 出 願 )に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 細 胞 サ ン
プ ル か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 、 Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 お よ び フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｖ β オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 一 部 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 む 、 Ｔ 細 胞 レ
パ ー ト リ ー 分 析 の Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 方 法 を 報 告 し た 。 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
一 本 鎖 に 分 離 し 、 非 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し 、 こ れ に よ り 同 じ 長 さ を
有 す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 「 高 次 構 造 」 に お け る 差 異 に よ り さ ら に 分 離 す る こ と が で き
る 、 「 一 本 鎖 高 次 構 造 多 型 」 (Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ )法 を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 分 析 し た 。 こ の 方 法 を 用
い て 、 末 梢 血 リ ン パ 球 由 来 の 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ は 、 報 告 に よ れ ば 、 通 常 は 「 染 み (smear)」 と し
て 観 察 さ れ る が 、 染 み の 中 央 に あ る 一 本 の バ ン ド の 検 出 が Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン 増 殖 を 示 し て い
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Cottrezら は 細 胞 サ ン プ ル か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 、 オ リ ゴ － ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 使 用 し た Ｒ Ｎ
Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 お よ び フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｖ β オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を
用 い た Ｐ Ｃ Ｒ (約 ２ ５ サ イ ク ル )に よ る 一 部 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 む 、 Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー
分 析 の Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 方 法 を 報 告 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー で 分 析 し 、 該 Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 は ３ 塩 基 対 長 の 間 隔 が 空 い た ６ ～ １ １ 個 の 分 離 し た フ ラ グ メ ン ト ピ ー ク を 含 ん で
お り 、 こ れ は 「 全 て の 」 様 々 な 長 さ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 示 す も の と し て 報 告 し た 。 Gorski e
t al., J.Immunol., 152:5109-5119 (1994)も 参 照 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Puisieuxら [J.Immunol., 143 2807-18 (1994)]は 、 ２ ４ 個 の ヒ ト Ｔ Ｃ Ｒ  Ｖ β サ ブ フ ァ
ミ リ ー に お け る Ｖ Ｄ Ｊ 接 合 サ イ ズ パ タ ー ン の 決 定 を 含 む Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 の Ｐ Ｃ Ｒ
に 基 づ く 方 法 を 報 告 し た 。 Ｔ Ｃ Ｒ  Ｖ α サ ブ フ ァ ミ リ ー は 特 性 化 さ れ な か っ た 。 こ れ ら 研
究 者 ら は 、 こ の 方 法 を 用 い て 逐 次 的 な 悪 性 黒 色 腫 生 検 に 浸 潤 し て い る Ｔ 細 胞 を 、 ク ロ ー ン
増 殖 の 存 在 に つ い て 分 析 し 、 多 少 と も 複 雑 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 上 に 該
増 殖 を 検 出 し た 。 彼 ら の 研 究 は 、 腫 瘍 性 状 態 お よ び 該 状 態 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め の Ｔ
細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 法 の 有 用 性 を 浮 か び 上 が ら せ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 Puisieux et alら に よ る Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 法 は 、 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 工 程 、 オ
リ ゴ － (ｄ Ｔ )プ ラ イ マ ー を 使 用 し た Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 、 お よ び フ ァ ミ リ ー 特 異 的
な Ｖ β オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 一 部 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 を 含 む
も の で あ る と 報 告 さ れ て い る 。 １ 個 の 蛍 光 ピ ー ク (配 列 決 定 ゲ ル 上 )が フ ァ ミ リ ー 中 の 全 ピ
ー ク の 全 蛍 光 強 度 の ４ ０ ％ に 相 当 す る フ ァ ミ リ ー に お い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 中 の 可 能 性 あ る ク
ロ ー ン 増 殖 が 仮 に 同 定 さ れ た 。 Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 を 「 洗 練 す る 」 た め に 、 所 望 の Ｖ
β フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 第 二 セ ッ ト を 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た Ｃ β プ ラ イ マ を 用 い
て 、 お よ び ／ ま た は １ ３ 個 の Ｊ β － フ ァ ミ リ ー － 特 異 的 な 蛍 光 ラ ベ ル 化 Ｊ β プ ラ イ マ ー を
用 い て さ ら に プ ラ イ マ ー 伸 長 「 決 選 (run off)」 反 応 に か け た 。 次 い で こ の 決 選 反 応 産 物
を さ ら に 配 列 決 定 ゲ ル 上 で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 同 じ 研 究 グ ル ー プ は 、 最 近 、 彼 ら の Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー 分 析 法 に つ い て さ ら に 詳 し く 述
べ て い る 。 Pannetier et al., Immunol.Today, 16:176-181, 1995を 参 照 。 こ の グ ル ー プ
は 、 Ｖ α フ ァ ミ リ ー よ り も Ｖ β フ ァ ミ リ ー が Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 分 析 し や す い こ と を 報 告 し て い
る 。 そ れ で も な お 、 彼 ら の Ｖ β 分 析 法 は ２ ５ の Ｖ β フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 (そ の
各 々 は 平 均 ８ ピ ー ク を 生 じ る )、 ２ ５ の Ｃ β 「 決 選 」 反 応 、 お よ び ３ ２ ５ の Ｊ β 「 決 選 」
反 応 (２ ５ Ｖ β × １ ３ Ｊ β ＝ ３ ２ ５ )を 含 む 。 各 「 決 選 」 反 応 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
上 で 反 応 物 の 一 部 を 電 気 泳 動 す る こ と に よ り 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 許 出 願 WO 97/18330に お い て 、 Dauら は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 Ｃ Ｄ ３ 領 域 の フ ァ ミ リ ー 内 フ ラ
グ メ ン ト 分 析 と 彼 ら が 称 し 、 フ ァ ミ リ ー 間 分 析 と 彼 ら が 称 す る も の と は 区 別 さ れ る 、 Ｔ 細
胞 レ パ ー ト リ ー を 分 析 す る 新 規 な 方 法 を 特 許 請 求 し て い る 。 フ ァ ミ リ ー 間 分 析 中 、 各 フ ァ
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ミ リ ー 由 来 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 定 量 的 に 比 較 さ れ る が 、 プ ラ イ マ ー 効 率 を 最 適 に し て 全 て の
Ｖ ベ ー タ フ ァ ミ リ ー に 対 す る 対 数 増 殖 期 の 全 て の 反 応 を 停 止 さ せ る こ と は 実 際 に は 不 可 能
で あ る 。 ゆ え に 、 フ ァ ミ リ ー 間 の Ｔ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発 現 の 相 対 量 に つ い て の 判 断 は 信 頼 す る こ
と が で き な い 。 フ ァ ミ リ ー 内 分 析 に お い て 、 １ 個 の Ｖ ベ ー タ プ ラ イ マ ー に よ り 生 じ た フ ラ
グ メ ン ト が 比 較 さ れ て お り 、 そ れ に よ り フ ァ ミ リ ー 間 分 析 に 必 要 な 反 応 条 件 の 最 適 化 を 回
避 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 特 性 化 す る 上 記 の 既 知 の 方 法 の い ず れ を 用 い て も
、 適 用 さ れ る プ ラ イ マ ー の 特 異 性 お よ び 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 長 さ を 基 準 に し て 異 な る
Ｔ Ｃ Ｒ ま た は Ｂ Ｃ Ｒ フ ァ ミ リ ー 構 成 員 間 を 区 別 す る こ と が で き る の み で あ る 。 こ れ ら 分 析
を 行 う の は 非 常 に 単 調 で 退 屈 で あ り 、 さ ら に は 得 ら れ る 結 果 の 情 報 内 容 が む し ろ 低 い 。 さ
ら に 、 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る 上 記 の 方 法 の ど れ に よ っ て も 、 処
理 能 力 の 高 い 分 析 が で き ず 、 ま た 脊 椎 動 物 の Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｂ 細 胞 レ パ ー ト リ ー の
総 合 的 な 説 明 を 提 供 す る も の で は な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ ル を 高 い 処 理 能 力 で プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る
方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 に お い て 、 抗 体 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 の 可 変 領
域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 配 列 が 、 Ｂ 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 、 全 Ｒ Ｎ Ａ
ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 単 離 、 お よ び ／ ま た は 増 幅 さ れ る 。 増 幅 は 、 抗 体 遺 伝 子 の 可 変 お よ び
／ ま た は 定 常 領 域 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 の 可 変 お よ び ／ ま た は 定 常 領 域 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 特 異 的 な 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 行 わ れ る 。 可 変
領 域 由 来 核 酸 の 増 幅 物 の プ ー ル は 、 増 幅 産 物 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る こ と に よ り 分 析 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 分 子 を
、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 適 当 な 方 法 に よ り 検 出 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン を
免 疫 状 態 、 例 え ば 以 前 の ま た は 現 在 の 病 気 、 将 来 の 病 気 に 対 す る 予 防 、 ま た は 病 気 の 進 行
の 予 測 と 相 関 さ せ る 。 病 気 に 対 す る 予 防 ま た は 病 気 の 進 行 に 相 関 し た パ タ ー ン を 用 い て 、
原 因 と な る 抗 体 ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 ま た は Ｔ
細 胞 受 容 体 が 同 定 さ れ た な ら 、 抗 体 ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 が 特 異 的 で あ る 抗 原 ま た は 病 原 体
を 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 脊 椎 動 物 の 再 構 成 さ れ た 抗 体 お よ び Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 可 能 に す
る 方 法 が 開 発 さ れ た 。 ま ず 、 細 胞 を 脊 椎 動 物 か ら 得 る 。 こ れ ら 細 胞 は 、 細 胞 サ ン プ ル が Ｔ
リ ン パ 球 ま た は Ｂ リ ン パ 球 を 含 ん で い る 限 り は い か な る 供 給 源 か ら 得 て も よ い 。 末 梢 血 は
、 脊 椎 動 物 由 来 の 細 胞 を 得 る の に 好 ま し い 供 給 源 で あ る 。 ま た 、 滑 液 、 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ
液 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 胃 腸 分 泌 物 、 唾 液 、 尿 お よ び 涙 か ら な る 液 体 の 一 群 か ら 選 択 さ れ
る 脊 椎 動 物 の 体 液 か ら 細 胞 を 得 る の も 好 ま し い 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 細 胞 は 個 体
の 組 織 か ら 、 例 え ば 組 織 生 検 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ る 。 個 々 の 病 状 に つ い て ア ッ セ イ す
る と き は 、 適 当 な 細 胞 源 の 選 択 は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 、 関 節 に 影 響 を 及 ぼ す
自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 )に つ い て ア ッ セ イ す る た め に は 、 滑 液 が 細 胞 を
得 る の に 好 ま し い 液 体 で あ る 。 肝 臓 に 影 響 を 与 え る 病 気 (例 え ば 、 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝
硬 変 )に つ い て ア ッ セ イ す る た め に は 、 細 胞 を 得 る の に 肝 臓 が 好 ま し い 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 を 、 蛍 光 表 示 式 細 胞 分 取 (fluorescence activated cell sorting (
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ))、 磁 気 細 胞 分 取 (magnetic cell sorting(Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ))、 白 血 球 分 離 採 血 法 、 密
度 勾 配 遠 心 沈 殿 法 ま た は 他 の 適 当 な 方 法 に よ り 細 胞 か ら 抽 出 し て も よ い 。 あ る 種 の 状 況 下
で 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 、 Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ま た は 他 の 適 当 な 方 法 を 用 い て 単 離 さ れ た Ｔ 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 の

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-509442 A 2005.4.14



集 団 を さ ら に 機 能 的 に 別 個 の サ ブ セ ッ ト に 再 分 割 す る こ と も 好 都 合 で あ ろ う 。 そ れ ら 機 能
的 に 異 な る サ ブ セ ッ ト は 、 そ れ ら の 区 別 を 可 能 に す る 細 胞 表 面 分 子 ま た は 他 の マ ー カ ー に
よ り 同 定 し た と き に 異 な る 発 達 段 階 の リ ン パ 球 を 包 含 す る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 、 全 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 得 ら れ た 細 胞 集 団 か ら 調 製 し 、 免 疫 遺 伝 子 の 可 変
領 域 の 少 な く と も 一 部 に 含 ま れ る 配 列 を 特 定 増 幅 さ せ る た め の 鋳 型 と し て 用 い る 。 あ る 可
能 な 増 幅 法 は 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ る 免 疫 遺 伝 子 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ (ａ Ｒ Ｎ Ａ )の 生 成 で
あ る 。 こ の 増 幅 法 に お け る 第 一 段 階 に は 、 Ｔ ７ ま た は Ｓ Ｐ ６ プ ロ モ ー タ ー な ど の Ｒ Ｎ Ａ ポ
リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て ５ ’ 末 端 で 伸 長 さ せ た 、 免 疫 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ
ー の 合 成 が 含 ま れ る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 免 疫 遺 伝 子 に 特 異 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 合 成 す る た め に ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を プ ラ イ ム す る こ と が で き る 。 特 異 性 は 、 免 疫 遺 伝 子 内 の
配 列 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 部 分 に よ り 与 え ら れ る 。 こ の 配 列 は 、 抗 体 ま た
は Ｔ 細 胞 受 容 体 遺 伝 子 の 少 な く と も １ つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー に お い て 共 有 さ れ て い る 。 本 発
明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ お よ び ／ ま た は
Ｉ ｇ Ｅ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 重 鎖 の Ｃ Ｈ １ 領 域 に お け る 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 本 発 明 の 別
の 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 は Ｔ Ｃ Ｒ ア ル フ ァ 、 Ｔ Ｃ Ｒ ベ ー タ 、 Ｔ Ｃ Ｒ ガ ン マ ま た は Ｔ Ｃ Ｒ
デ ル タ の 定 常 ド メ イ ン に お け る 配 列 に 相 補 的 で あ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 第 一 鎖 が 合 成 さ れ た 後 に
、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 第 二 鎖 が 作 ら れ 、 次 い で Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ ア ー ゼ 処 理 に よ り Ｒ Ｎ Ａ を 分 解 し 、 Ｔ ４
 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 処 理 に よ り 二 本 鎖 分 子 を 生 成 す る 。 次 い で 、 こ の 二 本 鎖 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 、 ａ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 導 く た め に 組 み 込 ま れ た Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 利
用 し た 増 幅 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 増 幅 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で あ る 。 免 疫 遺 伝 子 の 可 変 領 域 の 増 幅 に 用 い る プ
ラ イ マ ー は 、 免 疫 遺 伝 子 サ ブ フ ァ ミ リ ー の 少 な く と も 増 幅 を 可 能 に す る 配 列 に 相 補 的 で あ
る 。 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖
Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ の ５ ’ お よ び ３ ’ に 位 置 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る 。 再
構 成 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 増 幅 は 、 Sblattero and Bradbury,Immunotechnol
ogy 3(4):271-8, 1998ま た は Wang and Stollar, J Immunol Methods, 244(1-2):217-25, 
2000に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら 参
考 文 献 に 記 載 さ れ て い る プ ラ イ マ ー は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 大 多 数 を 評 価 す る た
め に 示 さ れ た も の で あ る 。 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 の 増 幅 は 、 Efremov et al., 
1995に 記 載 の よ う に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 当 分 野 で 既 知 で あ る 各 Ｖ (Ｄ )Ｊ 領 域 の ５ ’ お よ び ３ ’ に 位
置 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 免 疫 遺 伝 子 を 増 幅 す る (Kuppers et al., EMBO J. 1993 Dec 15
; 12(13):4955-67; Roers et al., Am J Pathol. 2000 Mar; 156(3):1067-71; Willenbro
ck et al., Am J Pathol. 2001 May; 158(5):1851-7; Muschen et al., Lab Invest 2001
 Mar; 81(3):289-95)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 発 現 さ れ た 免 疫 遺 伝 子 は 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー ま
た は 少 な く と も 一 部 が 免 疫 遺 伝 子 定 常 領 域 に お け る 配 列 に 相 補 的 で あ る 免 疫 遺 伝 子 に 特 異
的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 さ れ 、 次 い で 適 当 な プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅
さ れ る 。 プ ラ イ マ ー 認 識 部 位 は 、 １ )ｃ Ｄ Ｎ Ａ 末 端 へ の リ ン カ ー の 結 合 ま た は ２ )タ ー ミ ナ
ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 を 用 い た 独 特 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 に
よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の テ ー リ ン グ に よ り Ｐ Ｃ Ｒ に 先 立 っ て 加 え て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 増 幅 さ れ た 免 疫 遺 伝 子 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 、 Ｓ Ａ Ｇ Ｅ ま た は 関 連 法 に よ り 分
析 す る 必 要 の あ る 標 的 分 子 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上 で 引 き 続 き 検 出 す る た め
に 標 的 分 子 を ラ ベ ル 化 し て も よ い 。 増 幅 さ れ た 標 的 分 子 の ラ ベ ル 化 は 、 当 分 野 で 既 知 の 方
法 に 従 い 行 う こ と が で き る 。 １ つ の 可 能 性 は 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 反 応 中 の ビ オ チ ニ ル 化 Ｕ Ｔ
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Ｐ ま た は Ｃ Ｔ Ｐ な ど の ラ ベ ル 化 ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 込 み で あ る 。 別 の 可 能 性 は 、 増 幅 反 応
後 の 標 的 分 子 の ラ ベ ル 化 、 例 え ば γ － Ｓ － Ａ Ｔ Ｐ を 用 い て Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ
に よ り 増 幅 核 酸 の ５ ’ 末 端 の 酵 素 的 修 飾 を 行 い 、 引 き 続 き ビ オ チ ン を 用 い て コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 化 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 次 い で ラ ベ ル 化 標 的 分 子 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の ア
レ イ は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 方 法 に よ り ア レ イ 上 の 特 定 の 位 置 に 固 定 化 さ れ る か ま た は 合
成 さ れ る 様 々 な 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 。 注 文 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ア レ イ を 購 入 す る こ と が で き る (Affymetrix, Santa Clara, USA, Agilent Technologies,
 Palo Alto, USA)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ は 、 ア レ イ 上 の 既 知 の 位 置
に お い て in situで 合 成 さ れ る 、 ま た は 固 定 化 さ れ る ８ mer、 ９ merま た は １ ０ merの 全 て の
可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。 こ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 別 の 例 に は
、 免 疫 遺 伝 子 の 個 々 の サ ブ セ ッ ト に 相 補 的 と な る よ う 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含
ま れ る 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て の 配 列 情 報 は 、 ク ロ ー ン 化 Ｔ Ｃ Ｒ ま た は Ｂ Ｃ
Ｒ 受 容 体 遺 伝 子 の 配 列 決 定 に よ り 得 ら れ る か も し れ な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 標 的 分 子 の 視 覚 化 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に 従 い 行 う 。 １ つ の 態 様 に
お い て 、 ア レ イ に 特 異 的 に 結 合 し て い な い ビ オ チ ニ ル 化 標 的 分 子 を 洗 浄 除 去 し て 、 特 異 的
に 結 合 し た 分 子 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － フ ィ コ エ リ ス リ ン ・ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 染 色
し て も よ い 。 非 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 洗 浄 除 去 し た 後 に 、 染 色 し た ア レ イ を ス キ ャ ン
し て も よ い 。 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン を 分 析 す る こ と が で き
、 パ タ ー ン と 病 気 の 相 関 関 係 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｔ Ｃ Ｒ は Ｍ Ｈ Ｃ 拘 束 性 で あ る か ら 、 遺 伝 的 Ｍ Ｈ Ｃ 背 景 に 従 っ て Ｔ Ｃ Ｒ の 分 析 か ら 得 た パ
タ ー ン を 階 層 化 す る の が 好 ま し い 。 Ｍ Ｈ Ｃ 遺 伝 子 は 、 抗 体 に よ る 血 清 分 析 、 適 当 な プ ラ イ
マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 な ど の 常 法 ま た は 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た Ｄ
Ｎ Ａ ア レ イ 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 病 気 と 関 連 の あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン － ま た は Ｔ Ｃ Ｒ － 転 写 体 の 特 定 パ タ ー ン の 同 定 は 、 病
気 の 診 断 お よ び モ ニ タ ー に 用 い て も よ い 。 さ ら に 、 特 定 の 病 気 に 関 連 の あ る 配 列 を 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ま た は Ｔ Ｃ Ｒ か ら 同 定 す る こ と で 、 完 全 な 分 子 の 単 離 を 可 能 に し 、 治 療 の 基 礎 を
提 供 す る か も し れ な い 。 該 治 療 は 、 特 定 の 免 疫 遺 伝 子 を 有 す る 免 疫 細 胞 の 除 去 、 免 疫 遺 伝
子 が そ れ ら の 標 的 分 子 に 結 合 す る の を 阻 害 す る 化 合 物 の 投 与 、 ま た は 所 望 の 免 疫 遺 伝 子 を
有 す る 細 胞 の 拡 大 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 「 免 疫 遺 伝 子 」 と は 、 免 疫 受 容 体 ま た は 該 免 疫 受 容 体 の
フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 免 疫 受 容 体 」 は 、 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 、 抗 原 ま た は 該 抗 原 の フ ラ グ メ ン ト
を 検 出 す る ま た は そ れ ら に 結 合 す る こ と に よ り 免 疫 応 答 に 関 与 す る 分 子 ま た は 該 分 子 の フ
ラ グ メ ン ト で あ る と 理 解 す る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 「 免 疫 細 胞 」 は 、 例 え ば 抗 原 を 検 出 す る ま た は 抗 原 に 結
合 す る 免 疫 受 容 体 を 発 現 す る ま た は 有 す る こ と に よ り 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 反 応 に 関 与 す る 細
胞 で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 免 疫 細 胞 は 、 例 え ば Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 脊 椎 動 物 の 「 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー 」 は 、 脊 椎 動 物 の 体 内 に 存 在 す る 免 疫 遺 伝 子 の 全
体 で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 免 疫 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー の 特 性 化 に は 、 脊 椎 動 物 に 存 在
す る 全 て の ま た は 一 部 の 免 疫 遺 伝 子 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-509442 A 2005.4.14



さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 細 胞 の 「 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 す 」 核 酸 分 子 の サ ン プ ル に つ い て 、 核 酸 分 子 の サ
ン プ ル は 、 免 疫 遺 伝 子 の 分 布 が 該 細 胞 に お け る 免 疫 遺 伝 子 の 分 布 に 似 て い る 、 ま た は 好 ま
し い 態 様 に お い て お よ そ 類 似 し て い る 核 酸 分 子 の サ ン プ ル で あ る と 理 解 さ れ る べ き で あ る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 免 疫 異 常 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 、 免 疫 細 胞 が 関 与 す る 病 気
ま た は 別 の 健 康 状 態 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 異 常 に は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 新 生 物 疾 患 、 感 染
症 、 過 敏 症 、 移 植 お よ び 移 植 片 対 宿 主 病 、 お よ び 変 性 疾 患 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は
さ れ な い 。 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 Ｉ 型 糖 尿 病 、 若 年 性 関 節 リ ウ マ チ 、 多
発 性 硬 化 症 、 甲 状 腺 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 多 発 性 筋 炎 、 シ ェ ー グ
レ ン 症 候 群 、 グ レ ー ブ ス 病 、 ア ジ ソ ン 病 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 強 皮 症 、 皮 膚 筋 炎 、
悪 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 萎 縮 性 胃 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 お よ び 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 新 生 物 疾 患 に は 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 非 ホ ジ キ ン リ
ン パ 腫 お よ び ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 な ど の リ ン パ 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 乳 癌 、 結 腸 癌 、 肺 癌 、 肝
臓 癌 、 膵 臓 癌 、 皮 膚 癌 な ど の 癌 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 感 染 症 に は 、 Ｈ
Ｉ Ｖ 、 Ｈ Ｓ Ｖ 、 Ｅ Ｂ Ｖ 、 Ｃ Ｍ Ｖ 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 Ａ 型 肝 炎 、 Ｂ 型 肝 炎 ま た は Ｃ 型 肝 炎 な
ど の ウ イ ル ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 感 染 ； 例 え ば 酵 母 属 Candidaに よ り 引 き 起 こ
さ れ る 感 染 な ど の 真 菌 感 染 症 ； 住 血 吸 虫 、 フ ィ ラ リ ア 、 線 虫 、 旋 毛 虫 ま た は 原 虫 な ど に よ
り 引 き 起 こ さ れ る 寄 生 生 物 に よ る 感 染 症 、 例 え ば 、 ト リ パ ノ ゾ ー マ に 起 因 す る 睡 眠 病 、 プ
ラ ス モ ジ ウ ム に 起 因 す る マ ラ リ ア ま た は リ ー シ ュ マ ニ ア に 起 因 す る リ ー シ ュ マ ニ ア 症 ； お
よ び ミ コ バ ク テ リ ウ ム 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ま た は ブ ド ウ 球 菌 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 細 菌
感 染 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 過 敏 症 に は 、 ア レ ル ギ ー を 導 く ア レ ル ゲ ン
と の 接 触 な ど の Ｉ 型 過 敏 症 、 例 え ば グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 重 症 筋 無 力 症 お よ び 自 己 免
疫 性 溶 血 性 貧 血 に 存 在 す る II型 過 敏 症 、 お よ び ハ ン セ ン 氏 病 、 結 核 、 サ ル コ イ ド ー シ ス お
よ び 住 血 吸 虫 症 な ど に 顕 在 す る IV型 過 敏 症 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 変 性
疾 患 に は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 、 「 適 当 な 細 胞 」 は Ｂ 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 を 含 む
あ ら ゆ る 細 胞 集 団 で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 、 「 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 長 さ が ５ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お い て 、 「 免 疫 遺 伝 子 の 可 変 領 域 」 は 、 免 疫 受 容 体 の 特 異 的 結
合 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 免 疫 遺 伝 子 の 部 分 で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 免 疫 遺 伝 子 の
可 変 領 域 の 例 と し て 、 免 疫 受 容 体 の Ｃ Ｄ Ｒ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ び Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を コ ー ド し て
い る 免 疫 遺 伝 子 の 領 域 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 目 的 範 囲 内 で 、 特 異 的 と は 、 完 全 に 特 異 的
で あ る こ と を 必 ず し も 意 味 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 で 「 イ ン ビ ト ロ 転 写 」 と は 、 Philips and Eberwine, Methods 19
96 Dec; 10(3):283-8に 開 示 さ れ て い る よ う な 核 酸 分 子 増 幅 の た め の 実 験 法 で あ る と 理 解
す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 で 「 Ｐ Ｃ Ｒ 適 合 性 条 件 」 と は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の ア ニ ー リ ン グ 段 階 に
適 し た 条 件 で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 こ れ ら 条 件 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 １ 例
は 例 え ば Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2d ed., 1989, a
t pages 14.18-14.19に 与 え ら れ て い る ： 第 一 サ イ ク ル は 、 (i)９ ４ ℃ で ５ 分 間 の 変 性 段 階
、 (ii)５ ０ ℃ で ２ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 段 階 、 (iii)７ ２ ℃ で ３ 分 間 の ポ リ メ リ ゼ ー シ ョ ン
段 階 か ら な り 、 次 の サ イ ク ル は 、 (i)９ ４ ℃ で １ 分 間 の 変 性 段 階 、 (ii)５ ０ ℃ で ２ 分 間 の
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ア ニ ー リ ン グ 段 階 、 (iii)７ ２ ℃ で ３ 分 間 の ポ リ メ リ ゼ ー シ ョ ン 段 階 か ら な り 、 そ し て 最
後 の サ イ ク ル は 、 (i)９ ４ ℃ で ５ 分 間 の 変 性 段 階 、 (ii)５ ０ ℃ で ２ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ 段
階 、 (iii)７ ２ ℃ で １ ０ 分 間 の ポ リ メ リ ゼ ー シ ョ ン 段 階 か ら な り 、 全 て の 段 階 は 、 著 者 ら
に よ り 提 案 さ れ て い る 適 当 な 緩 衝 溶 液 中 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お け る 「 ラ ン ダ ム 配 列 」 は 、 確 率 過 程 に よ り 決 定 さ れ て い る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ り 、 組 み 合 わ せ 処 理 を 行 っ
て 作 成 さ れ た 配 列 で あ る が 、 こ れ は 生 物 学 的 意 味 を 有 し て い る と は 限 ら な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 の 範 囲 内 に お け る 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 」 は 、 核 酸 分 子 が 固 定 化 さ
れ て い る 二 次 元 表 面 上 の デ バ イ ス で あ っ て 、 デ バ イ ス 二 次 元 表 面 の 特 定 部 分 に 固 定 化 さ れ
る 核 酸 分 子 の 配 列 が 知 ら れ て い る デ バ イ ス と し て 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 範 囲 内 に お い て 、 「 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン
」 は 、 免 疫 遺 伝 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 検 出 に よ り 得 ら れ る シ グ ナ ル の 組 み 合
わ せ で あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 「 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン
」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 検 出 実 験 か ら 得 ら れ た 情 報 内 容 を 表 す 。 こ れ ら パ タ
ー ン を 、 熟 練 者 が 手 作 業 で 、 ま た は 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ り 自 動 的 に 比 較
す る こ と が で き る 。 パ タ ー ン 認 識 の た め の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム お よ び ア ル ゴ リ ズ ム
は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の 目 的 範 囲 内 に お け る パ タ ー ン 認 識 ま た は パ タ ー
ン 比 較 に 適 し た コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 例 え ば サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン 、 あ い ま い
理 論 ア ル ゴ リ ズ ム 、 人 工 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク 、 主 成 分 分 析 、 エ キ ス パ ー ト シ ス テ ム 、
ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム お よ び ／ ま た は 他 の パ タ ー ン 認 識 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る 。
本 発 明 の 目 的 範 囲 内 に お け る パ タ ー ン は 、 同 時 に 行 う 対 照 実 験 に お い て 得 ら れ る パ タ ー ン
ま た は 以 前 の 実 験 由 来 、 文 献 に 報 告 さ れ て い る デ ー タ 由 来 ま た は 他 の 情 報 源 由 来 の パ タ ー
ン と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 特 性 化 す る た め の 、 次 の
工 程 か ら な る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る ： (i)脊 椎 動 物 か ら 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を
集 め 、 (ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、 (iii
)固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ ； そ し て 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検
出 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 に お け る 特 定 の 免 疫 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 次
の 工 程 か ら な る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る ： (i)脊 椎 動 物 か ら 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル
を 集 め 、 (ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、 (i
ii)固 定 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ
り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ ； そ し て 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を
検 出 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 特 性 化 す る た め の 上 記 の 方
法 ま た は 脊 椎 動 物 に お け る 特 定 の 免 疫 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る た め の 上 記 の 方 法 で あ っ て
、 あ る 免 疫 遺 伝 子 ま た は 複 数 の 免 疫 遺 伝 子 の 可 変 領 域 の 少 な く と も 一 部 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 前 に 増 幅 さ れ る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 増 幅 さ れ る 可 変 領 域 の 一 部 が Ｔ Ｃ Ｒ の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 で あ る 、 お よ
び ／ ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 で あ る 上 記 の 方 法 の う
ち の １ つ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 増 幅 さ れ る 可 変 領 域 が Ｃ Ｄ Ｒ ２ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ 領 域 で あ る 、 上 記
の 方 法 の う ち の １ つ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 増 幅 工 程 に Ｐ Ｃ Ｒ ま た は イ ン ビ ト ロ 転 写 が 用 い ら れ る 上 記 の 方 法
の う ち の １ つ を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 目 的 は 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ お よ び 配 列 番 号 ７ か ら な る プ ラ イ
マ ー 群 か ら 選 択 さ れ る ５ ’ プ ラ イ マ ー ま た は 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含
む ５ ’ プ ラ イ マ ー 、 お よ び 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ３ の 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 に Ｐ Ｃ Ｒ
適 合 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 有 す る ３ ’ プ ラ イ マ ー を 用 い て 免 疫 遺 伝 子 の 可
変 領 域 を 増 幅 さ せ る 上 記 の 方 法 で あ る 。 配 列 番 号 １ の 配 列 を 含 む ５ ’ プ ラ イ マ ー は 、 例 え
ば 様 々 な Ｔ Ｃ Ｒ － ベ ー タ フ ァ ミ リ ー の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 を 増 幅 さ せ る の に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 核 酸 分 子 の 固 定 化 は 、 ガ ラ ス 、 シ リ コ ン 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は 他 の
固 体 表 面 物 質 上 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 方 法 に お い て 集 め ら れ る 好 ま し い 細 胞 は 、 例 え ば 血 液 細 胞 、 Ｂ リ ン パ 球
お よ び ／ ま た は Ｔ リ ン パ 球 で あ り 得 る 。 上 記 の 方 法 の 工 程 (ii)で 得 ら れ る 好 ま し い 核 酸 分
子 は 、 Ｂ 細 胞 受 容 体 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 の 可 変 領 域 を 表 現 す る 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 で は 、 固 定 化 さ れ た 、 ラ ン ダ ム 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 を 上 記 方 法 の (iii)
工 程 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら ラ ン ダ ム 配 列 は 、 好 ま し く は ７ ～ １ ５ 、 よ り
好 ま し く は ８ ～ １ ０ 、 最 も 好 ま し く は ９ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 特 性 化 す る た め の 上 記 の 方
法 ま た は 脊 椎 動 物 に お け る 特 定 の 免 疫 遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る た め の 上 記 の 方 法 で あ っ て
、 固 定 さ れ る 配 列 が 、 抗 体 ま た は Ｔ 細 胞 の 可 変 領 域 を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 に 含 ま れ て
い る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 、 ま た は 相 補 配 列 で あ る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 固 定 化 さ れ る 核 酸 分 子 は 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に は 、 核 酸 分 子 が 固 体 支 持 体 上 、 好 ま し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上
に 固 定 化 さ れ る 方 法 が 包 含 さ れ る 。 固 定 化 核 酸 分 子 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 ま た は 紙 支 持
体 上 に 固 定 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に は 、 核 酸 分 子 が ラ ベ ル さ れ る 方 法 が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様
に お い て 、 該 ラ ベ ル は 蛍 光 ラ ベ ル で あ る か ま た は 、 放 射 性 ラ ベ ル 、 ま た は 発 光 ラ ベ ル で あ
る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 上 記 の 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る の に 必 要 な 物 質 を 含 む キ ッ ト を 提
供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 に 従 う キ ッ ト は 、 例 え ば プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ア レ イ 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る の に 必 要 な 適 当 な 緩 衝 溶 液 お よ び ／ ま た は 他 の 試 薬
を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 に お け る 自 己 免 疫 疾 患 を 、 該 脊 椎 動 物 の 適 当 な 細 胞 を 含
む サ ン プ ル か ら 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 か ら な る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る ：
(i)該 サ ン プ ル か ら 試 験 す べ き 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 し て い る 核 酸 分 子
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を 調 製 し 、 (ii)固 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (i)の 核 酸 分 子 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ
れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 生 成 さ せ 、 (iii)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複
合 体 を 検 出 し ； そ し て (iv)検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン を 健 康 な
脊 椎 動 物 お よ び ／ ま た は 病 気 の 脊 椎 動 物 の 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ
タ ー ン と 比 較 す る 。 次 い で 、 例 え ば 、 試 験 脊 椎 動 物 の 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
複 合 体 の パ タ ー ン が 、 病 気 の 脊 椎 動 物 の 検 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ
ー ン と 似 て い る か ど う か に つ い て 、 免 疫 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 遺 伝 子 の 転 写 、 免 疫 受 容 体 数 お よ び ／ ま た
は 免 疫 細 胞 数 を 増 大 さ せ る ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工 程 か
な る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る ： (i)脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 集 め 、 (
ii)免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 表 す 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、 (iii)固 定 化 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分 子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 (iv)該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、 (v)化 合 物 の 存 在
下 に 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 さ れ た パ タ ー ン を 、 化 合 物 が 存 在 し な い 場 合
に 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 さ れ た パ タ ー ン と 比 較 す る 。 該 免 疫 遺 伝
子 、 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免 疫 細 胞 の 転 写 ま た は 生 成 の 増 大 ま た は 低 下 が 、 検 出 さ れ
た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の パ タ ー ン か ら 見 る こ と が で き た な ら 、 該 免 疫 遺 伝 子 転
写 を 増 大 ま た は 低 下 さ せ る 、 ま た は 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免 疫 細 胞 の 生 成 を 増 大 ま た
は 低 下 さ せ る と し て 、 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 の 方 法 で 同 定 さ れ た 化 合 物 の 、 免 疫 疾 患 治 療 へ の 使 用 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 工 程 か ら な る 方 法 ： (i)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む
サ ン プ ル を 集 め 、 (ii)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を
表 す 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、 (iii)固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分
子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 (iv)該
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、 (v)健 康 な 脊 椎 動 物 お よ び 病 気 の 脊 椎 動 物 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 さ れ た パ タ ー ン を 比 較 し 、 (vi)健 康 な 脊 椎 動 物 と 比 較
し て 病 気 の 脊 椎 動 物 に お い て 存 在 度 が よ り 高 い か ま た は よ り 低 い 、 少 な く と も １ つ の 免 疫
遺 伝 子 、 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免 疫 細 胞 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 脊 椎 動 物 に お け る 免 疫 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 組 成 物 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下
の 工 程 か ら な る 方 法 ： (i)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 由 来 の 適 当 な 細 胞 を 含 む
サ ン プ ル を 集 め 、 (ii)病 気 の 脊 椎 動 物 お よ び 健 康 な 脊 椎 動 物 の 免 疫 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を
表 す 核 酸 分 子 を 該 サ ン プ ル か ら 調 製 し 、 (iii)固 定 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に (ii)の 核 酸 分
子 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 (iv)該
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し 、 (v)健 康 な 脊 椎 動 物 と 比 較 し て 病 気 の 脊 椎 動 物
に お い て 発 生 量 が よ り 低 い か ま た は よ り 高 い 、 免 疫 遺 伝 子 、 免 疫 受 容 体 お よ び ／ ま た は 免
疫 細 胞 の 生 成 を 刺 激 す る ま た は 低 下 さ せ る 少 な く と も １ つ の 物 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 調 製
す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 上 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン を 用 い る 、 上 記 の 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 あ い ま い 理 論 、 人 工 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク 、 主 成 分 分 析 、 エ キ ス パ
ー ト シ ス テ ム ま た は ク ラ ス タ リ ン グ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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　 本 発 明 を さ ら に 以 下 の 実 施 例 に お い て 説 明 す る が 、 こ れ ら は 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 発
明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。 以 下 の 実 施 例 は 、 説 明 の た め に の み 提 供 さ れ る の で あ
っ て 、 い か な る 場 合 に お い て も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 実 施 例
　 実 施 例 に お い て 言 及 さ れ る 、 市 販 品 と し て 入 手 可 能 な 全 て の 試 薬 は 、 別 に 示 さ な い 限 り
は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 い 用 い た 。
　 実 施 例 １ 　 Ｖ Ｈ － 遺 伝 子 発 現 分 析
　 密 度 沈 殿 (LSM, Organon Teknika, Durham, NC)に よ り 、 １ ０ ｍ ｌ の 全 血 か ら 末 梢 血 単 核
細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 得 た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス (Affymetrix)に よ り Ｇ ene
Ｃ hip Ｅ xpression Ａ nalysis技 術 マ ニ ュ ア ル に お い て 推 奨 さ れ て い る 方 法 に 従 い 行 っ た
。 簡 単 に 説 明 す る と 、 Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ を Ｔ Ｒ Ｉ zol試 薬 中 に 溶 解 し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ の
Ｒ Ｎ easy全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ ッ ト を 用 い て 単 離 し た 。 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｉ nvitrogen Ｌ ife 
Ｔ echnologies Ｓ uperＳ cript Ｃ hoiceシ ス テ ム を 用 い て 調 製 し た 。 オ リ ゴ (ｄ Ｔ )、 Ｔ ７
－ (ｄ Ｔ )２ ４ オ リ ゴ マ － ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の 代 わ り に 、 Ｔ ７ (Ｃ Ｈ １ )プ ラ イ マ ー
を 用 い て 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を プ ラ イ ミ ン グ し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 プ ラ イ マ ー Ｔ ７ (Ｃ Ｈ １ )(配 列 番 号 ４ )：
5'-GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGGAAACACGCTTGGACCTTTGGTCGACGCTGAGCTAACC
GT-3'
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る プ ラ イ マ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ － Ｈ ２ ０ に お い て Ｒ
Ｎ Ａ seフ リ ー の エ ッ ペ ン ド ル フ 試 験 管 中 、 ７ ０ ℃ で １ ０ 分 間 行 っ た 。 次 い で 、 反 応 物 を 遠
沈 さ せ て 氷 上 に 置 い た 。 ５ × 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 緩 衝 液 お よ び ０ .１ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 を 試
験 管 に 加 え 、 混 合 し 、 温 度 調 節 し な が ら ４ ２ ℃ で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｓ uperＳ cr
ipt II Ｒ Ｔ を 加 え て 、 全 反 応 混 合 物 を １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 二 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成
の た め に 、 反 応 物 を 氷 上 に 置 き 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｅ Ｃ 処 理 水 、 ５ × 第 二 鎖 反 応 緩 衝 液 、 １ ０ ｍ Ｍ  
ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 、 １ ０ Ｕ /μ l Ｅ .coli Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 、 １ ０ Ｕ /μ l Ｅ .coli Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ Ｉ お よ び ２ Ｕ /μ l Ｅ .coli Ｒ Ｎ ase Ｈ を 加 え て 、 混 合 し 、 １ ６ ℃ で ２ 時 間 、 冷
却 水 浴 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 １ ０ Ｕ  Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え て 、 混
合 物 を １ ６ ℃ で さ ら に ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 ０ .５ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 添 加 に よ り 反
応 を 停 止 さ せ た 。 Ｐ hase Ｌ ock Ｇ els－ フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 を 用 い て 、 二 本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 Ｅ Ｎ Ｚ Ｏ の Ｂ ioＡ rray Ｈ ighＹ ield Ｒ Ｎ Ａ 転 写 ラ ベ リ ン グ キ ッ ト
を 用 い て 、 ビ オ チ ン ラ ベ ル さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ の Ｒ Ｎ easyス ピ ン カ
ラ ム を 用 い て イ ン ビ ト ロ 転 写 産 物 を 精 製 し 、 得 ら れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ を フ ラ グ メ ン ト 化 緩 衝 液 中
、 ９ ４ ℃ で ３ ５ 分 間 、 ０ .５ μ g／ mlの 濃 度 で フ ラ グ メ ン ト 化 し た 。 フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ た
ｃ Ｒ Ｎ Ａ の 、 Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 )ア レ イ (Affymetrix Inc.)へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 )Ｅ xpression Ａ nalysis技 術 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る よ
う に 行 っ た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 １ ０ μ g フ ラ グ メ ン ト 化 ｃ Ｒ Ｎ Ａ 、 ３ .３ μ Ｌ 対 照 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｂ ２ (３ nＭ )、 １ ０ μ Ｌ  ２ ０ × 真 核 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 対 照 (bio
Ｂ 、 bioＣ 、 bioＤ 、 cre)、 ２ μ Ｌ  ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ (１ ０ mg/mＬ )、 ２ μ Ｌ ア セ チ ル 化 Ｂ
Ｓ Ａ (５ ０  mg/mＬ )、 １ ０ ０ μ Ｌ  ２ × ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 (最 終 １ × 濃 度 は 、
１ ０ ０ mＭ  Ｍ Ｅ Ｓ 、 １ Ｍ [Ｎ a＋ ]、 ２ ０ mＭ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .０ １ ％  Ｔ ween２ ０ )を 用 い て 、
Ｈ ２ Ｏ で 最 終 容 量 ２ ０ ０ μ Ｌ に 満 た す こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 調
製 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 、 使 用 直 前 に 室 温 に 平 衡 化 し 、 １ × ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 充 填 し 、 回 転 さ せ な が ら ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を ９ ９ ℃ で ５ 分 間 、 次 い で ４ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を ミ ク ロ 遠 心 分 離 機 に お い て 最 大 速 で ５ 分 間 遠 沈 さ せ
て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら あ ら ゆ る 不 溶 性 物 質 を 除 去 し た 。 次 い で 、 プ ロ ー
ブ ・ ア レ イ ・ カ ー ト リ ッ ジ 由 来 の 緩 衝 溶 液 を 除 去 し 、 適 当 量 の 浄 化 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
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ー シ ョ ン カ ク テ ル で ア レ イ を 満 た し た 。 ア レ イ を ４ ５ ℃ の オ ー ブ ン 中 の 回 転 ボ ッ ク ス (rot
isserie box)に 置 き 、 ラ ベ ル 化 核 酸 の ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を １ ６ 時 間 行 っ
た 。 ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム Ａ ffymetrix(登 録 商 標 ) Ｍ icroarray Ｓ uite、 流 体 ス テ ー シ
ョ ン ４ ０ ０ お よ び Ｇ enearrayス キ ャ ナ ー Ｔ Ｍ を 有 す る ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン か ら な る 、 Ａ ff
ymetrix Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 )機 器 シ ス テ ム を 用 い て 洗 浄 、 染 色 お よ び ス キ ャ ン を 行 っ た
。 Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 ) Ｅ xpression Ａ nalysis技 術 マ ニ ュ ア ル に 記 載 の よ う に 、 洗 浄 お
よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ・ フ ィ コ エ リ ス リ ン に よ る 染 色 に は 標 的 真 核 細 胞 に 対 す る 抗 体 シ
グ ナ ル 増 幅 プ ロ ト コ ー ル を 用 い た 。 ス キ ャ ン は 、 ５ ７ ０ nmで 行 っ た 。 Ｍ icroarray Ｓ uite
は 、 dat.フ ァ イ ル お よ び cel.フ ァ イ ル を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 実 施 例 ２ ： Ｔ 細 胞 受 容 体 ベ ー タ 遺 伝 子 発 現 分 析
　 密 度 沈 殿 (LSM, Organon Teknika, Durham, NC)に よ り １ ０ ｍ ｌ の 全 血 か ら 末 梢 血 単 核 細
胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 得 た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 Ａ ffymetrixに よ り Ｇ eneＣ hip Ｅ xpression Ａ na
lysis技 術 マ ニ ュ ア ル に お い て 推 奨 さ れ て い る 方 法 に 従 い 行 っ た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 Ｐ
Ｍ Ｂ Ｃ を Ｔ Ｒ Ｉ zol試 薬 中 で 溶 解 し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ の Ｒ Ｎ easy全 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ
ッ ト を 用 い て 単 離 し た 。 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の プ ラ イ ミ ン グ の た め に オ リ ゴ (ｄ Ｔ )オ リ ゴ
マ ー を 用 い る Ｉ nvitrogen Ｌ ife Ｔ echnologies Ｓ uperＳ cript Ｆ irst Ｓ trand Ｓ ynthe
sis Ｓ ystemシ ス テ ム に よ り 、 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し た 。 滅 菌 し た ０ .５ mlの 試 験 管 中 で
５ μ gま で の 全 Ｒ Ｎ Ａ 、 １ μ lの １ ０ mＭ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 、 １ μ lの ０ .５ μ g/μ lオ リ ゴ (ｄ
Ｔ )を 用 い て 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｅ Ｃ 処 理 Ｈ ２ Ｏ で １ ０ μ lま で 満 た す こ と に よ り Ｒ Ｎ Ａ ／ プ ラ イ マ ー
混 合 物 を 調 製 し た 。 サ ン プ ル を ６ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 少 な く と も １ 分
間 氷 上 に 置 い た 。 各 サ ン プ ル に つ い て 、 反 応 混 合 物 を 調 製 し 、 各 成 分 を 次 の 順 に 加 え た 。
２ μ lの １ ０ × Ｒ Ｔ 緩 衝 液 、 ４ μ lの ２ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ２ μ lの ０ .１ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ お よ び
１ μ lの Ｒ Ｎ aseＯ Ｕ Ｔ  Ｒ ecombinant Ｒ Ｎ ase Ｉ nhibitor。 ９ μ lの 反 応 混 合 物 を 各 Ｒ Ｎ
Ａ ／ プ ラ イ マ ー 混 合 物 に 加 え 、 混 合 し 、 短 時 間 の 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 そ し て ４ ２ ℃ で ２
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 １ μ l(５ ０ 単 位 )の Ｓ Ｕ Ｐ Ｅ Ｒ Ｓ Ｃ Ｒ Ｉ Ｐ Ｔ  II Ｒ Ｔ
を 各 試 験 管 に 加 え 、 混 合 し 、 そ し て ４ ２ ℃ で ５ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 を １ ５ 分
間 、 ７ ０ ℃ で 終 了 さ せ 、 次 い で 氷 上 に 置 い た 。 反 応 物 を 短 時 間 の 遠 心 分 離 に よ り 集 め 、 １
μ lの Ｒ Ｎ ase Ｈ を 各 試 験 管 に 加 え て ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｂ iometra Ｐ Ｃ Ｒ シ ス テ ム (Biometra, Gottingen, Germany)上 で Ｖ ベ ー タ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド １ 、 ２ 、 ３ お よ び Ｔ ７ － Ｃ － ベ ー タ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る ５ ０ μ lの 複 合 (mu
ltiplex)反 応 に お い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 反 応 の 一 部 (全 Ｒ Ｎ Ａ の ２ ０ ０ ngに 相 当 )を 増 幅 さ せ
た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ １ (配 列 番 号 ： ５ )：
　 TATTTCTGTGCCAGCAG
　 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ ２ (配 列 番 号 ： ６ )：
　 TGTATCTCTGTGCCAGCAG
　 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ ３ (配 列 番 号 ： ７ )：
　 TGTACTTCTGTGCCAGCAG
　 オ リ ゴ Ｔ ７ － Ｃ － ベ ー タ (配 列 番 号 ： ８ )：
　 GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGGAAACACAGCGACCTCGGGTGGGA ACAC
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 反 応 物 に は 、 １ × 緩 衝 液 中 、 ホ ッ ト ス タ ー ト (hot start)の た め に ５ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ
ｓ 、 ２ .０ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ 単 位 の Ａ mpliＴ aq Ｇ old Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ (Perkin Elm
er)を 含 有 さ せ た 。 各 プ ラ イ マ ー の 最 終 濃 度 は 、 ０ .５ μ Ｍ で あ っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は ： ９ ５
℃ で ７ 分 間 の 最 初 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 、 ５ ８ ℃ で ３ ０ 秒 、 ７ ２
℃ で ３ ０ 秒 を ２ ５ ～ ３ ５ サ イ ク ル 、 そ し て 最 後 に １ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 が ７ ２ ℃ で １
０ 分 間 で あ っ た 。 Ｑ Ｉ Ａ quick Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 キ ッ ト (Qiagen, Hilden, Germany)を 用 い て Ｐ

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-509442 A 2005.4.14



Ｃ Ｒ 産 物 を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｅ Ｎ Ｚ Ｏ の Ｂ ioＡ rray Ｈ ighＹ ield Ｒ Ｎ Ａ 転 写 ラ ベ リ ン グ キ ッ ト を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 産 物 か ら ビ オ チ ン ラ ベ ル さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ の Ｒ Ｎ easyス ピ ン カ
ラ ム を 用 い て イ ン ビ ト ロ 転 写 産 物 を 精 製 し 、 得 ら れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ を フ ラ グ メ ン ト 化 緩 衝 液 中
、 ９ ４ ℃ で ３ ５ 分 間 、 ０ .５ μ g／ mlの 濃 度 で フ ラ グ メ ン ト 化 し た 。 フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ た
ｃ Ｒ Ｎ Ａ の 、 Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 )ア レ イ (Affymetrix Inc.)へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 Ｇ eneＣ hip(登 録 商 標 )Ｅ xpression Ａ nalysis技 術 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る よ
う に 行 っ た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 １ ０ μ g フ ラ グ メ ン ト 化 ｃ Ｒ Ｎ Ａ 、 ３ .３ μ Ｌ 対 照 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｂ ２ (３ nＭ )、 １ ０ μ Ｌ  ２ ０ × 真 核 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 対 照 (bio
Ｂ 、 bioＣ 、 bioＤ 、 cre)、 ２ μ Ｌ  ニ シ ン 精 子 Ｄ Ｎ Ａ (１ ０ mg/mＬ )、 ２ μ Ｌ ア セ チ ル 化 Ｂ
Ｓ Ａ (５ ０  mg/mＬ )、 １ ０ ０ μ Ｌ  ２ × ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 (最 終 １ × 濃 度 は 、
１ ０ ０ mＭ  Ｍ Ｅ Ｓ 、 １ Ｍ [Ｎ a＋ ]、 ２ ０ mＭ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .０ １ ％  Ｔ ween２ ０ )を 用 い て 、
Ｈ ２ Ｏ で 最 終 容 量 ２ ０ ０ μ Ｌ に 満 た す こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 調
製 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ を 、 使 用 直 前 に 室 温 に 平 衡 化 し 、 １ × ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 緩 衝 液 を 充 填 し 、 回 転 さ せ な が ら ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を ９ ９ ℃ で ５ 分 間 、 次 い で ４ ５ ℃ で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を ミ ク ロ 遠 心 分 離 機 に お い て 最 大 速 で ５ 分 間 遠 沈 さ せ
て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら あ ら ゆ る 不 溶 性 物 質 を 除 去 し た 。 次 い で 、 プ ロ ー
ブ ・ ア レ イ ・ カ ー ト リ ッ ジ 由 来 の 緩 衝 溶 液 を 除 去 し 、 適 当 量 の 浄 化 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン カ ク テ ル で ア レ イ を 満 た し た 。 ア レ イ を ４ ５ ℃ の オ ー ブ ン 中 の 回 転 ボ ッ ク ス に 置
き 、 ラ ベ ル 化 核 酸 の ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を １ ６ 時 間 行 っ た 。 ソ フ ト ウ ェ ア
プ ロ グ ラ ム Ａ ffymetrix(登 録 商 標 ) Ｍ icroarray Ｓ uite、 流 体 ス テ ー シ ョ ン ４ ０ ０ お よ び
Ｇ enearrayス キ ャ ナ ー Ｔ Ｍ を 有 す る ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン か ら な る 、 Ａ ffymetrix Ｇ eneＣ h
ip(登 録 商 標 )機 器 シ ス テ ム を 用 い て 洗 浄 、 染 色 お よ び ス キ ャ ン を 行 っ た 。 Ｇ eneＣ hip(登
録 商 標 ) Ｅ xpression Ａ nalysis技 術 マ ニ ュ ア ル に 記 載 の よ う に 、 洗 浄 お よ び ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ・ フ ィ コ エ リ ス リ ン に よ る 染 色 に は 標 的 真 核 細 胞 に 対 す る 抗 体 シ グ ナ ル 増 幅 プ ロ
ト コ ー ル を 用 い た 。 ス キ ャ ン は 、 ５ ７ ０ nmで 行 っ た 。 Ｍ icroarray Ｓ uiteは 、 dat.フ ァ イ
ル お よ び cel.フ ァ イ ル を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例 ３ ： サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン を 用 い た 免 疫 遺 伝 子 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ パ タ
ー ン の 分 析
　 サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン (Ｓ Ｖ Ｍ )は 、 ２ ク ラ ス ま た は 多 数 の ク ラ ス の パ タ ー ン 認 識 に 非
常 に 適 し て い る (Weston and Watkins, Proceedings of the Seventh European Symposium
 On Artificial Neural Networks, April 1999; Vapnik, The Nature of Statistical Le
arning Theory, 1995, Springer, New York; Vapnik, Statistical Learning Theory, 19
98, Wiley, New York; Burges, Data Mining and Knowledge Discovery, 2(2):955-974, 
1998)。 ２ ク ラ ス の 分 類 の 問 題 の た め に 、 サ ン プ ル の １ セ ッ ト 、 す な わ ち 一 連 の 入 力 ベ ク
タ ー
【 数 １ 】
　
　
を 、 対 応 す る ラ ベ ル
【 数 ２ 】
　
　
と 共 に 有 す る と 仮 定 す る 。 こ こ で 、 ＋ １ と － １ は ２ つ の ク ラ ス を 示 し て い る 。 現 在 の 免 疫
状 態 を 説 明 す る た め に 再 構 成 さ れ た 免 疫 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 分 類 す る た め 、 入
力 ベ ク タ ー の 次 元 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上 に 存 在 す る 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
型 ま た は こ の サ ブ セ ッ ト の 数 と 均 し く 、 各 入 力 ベ ク タ ー 単 位 は １ つ の 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ
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オ チ ド 型 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 値 を 表 す 。 目 的 は 、 将 来 の サ ン プ ル の 誤 分 類 の 可 能 性
の 低 い 、 入 手 可 能 な サ ン プ ル か ら ２ 値 (binary)の 識 別 器 を 構 成 す る こ と ま た は 決 定 関 数 を
導 く こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｓ Ｖ Ｍ は 、 次 の 概 念 を 実 行 す る ： そ れ は 入 力 ベ ク タ ー
【 数 ３ 】
　
　
を 高 次 元 特 徴 空 間
【 数 ４ 】
　
　
に 写 像 し 、 そ し て 最 適 分 離 超 平 面 (Optimal Separating Hyperplane)(Ｏ Ｓ Ｈ )を 構 築 す る
も の で あ る が 、 こ れ は マ ー ジ ン 、 超 平 面 と 空 間 Ｈ に お け る 各 ク ラ ス の 最 も 近 い デ ー タ ポ イ
ン ト 間 の 距 離 を 最 大 化 す る (図 １ を 参 照 )。 特 徴 空 間 に お け る 正 の 例 を 負 の 例 か ら 分 離 し 得
る Ｏ Ｓ Ｈ を 多 数 の 中 か ら 選 択 す る こ と に よ り 、 Ｓ Ｖ Ｍ は 過 学 習 の リ ス ク を 回 避 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 異 な る 写 像 は 、 異 な る Ｓ Ｖ Ｍ を 構 成 す る 。 写 像
【 数 ５ 】
　
　
は 、 空 間 Ｈ に お け る 内 積 を 定 義 す る カ ー ネ ル 関 数
【 数 ６ 】
　
　
に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｓ Ｖ Ｍ に よ り 実 行 さ れ る 決 定 関 数 は 、
【 数 ７ 】
　
　
　
(Burges, Data Mining and Knowledge Discovery, 2(2):955-974, 1998)と し て 記 す こ と
が で き 、 こ こ で 係 数 α i は 次 の 凸 形 二 次 計 画 (Quadratic Programming)(Ｑ Ｐ )問 題 ：
【 数 ８ 】
　
　
　
を 最 大 化 す る (た だ し 、
【 数 ９ 】
　
　
お よ び
【 数 １ ０ 】
　
　
　
を 条 件 と す る )を 解 く こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 正 規 (regularity)パ ラ メ ー タ ー Ｃ (方 程 式 ２ )は 、 マ ー ジ ン と 誤 識 別 エ ラ ー 間 の 交 換 を 制
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御 す る 。 対 応 す る α i が ＞ ０ で あ る 場 合 に の み
【 数 １ １ 】
　
　
は サ ポ ー ト ベ ク タ ー と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 例 に お い て 用 い ら れ る ２ つ の カ ー ネ ル 関 数 は ：
【 数 １ ２ 】
　
　
　
【 数 １ ３ 】
　
　
　
で あ り 、 こ こ で 、 第 一 式 (方 程 式 ３ )は 、 ｄ 次 の 多 項 式 カ ー ネ ル 関 数 と 称 さ れ (最 終 的 に 、
ｄ ＝ １ の と き に 一 次 関 数 に 戻 る で あ ろ う )、 後 者 (方 程 式 ４ )は Ｒ adial Ｂ asic Ｆ unction(
Ｒ Ｂ Ｆ )カ ー ネ ル と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 あ る デ ー タ セ ッ ト に つ い て 、 １ つ の Ｓ Ｖ Ｍ を 特 定 す る た め に カ ー ネ ル 関 数 と 正 規 パ ラ メ
ー タ ー Ｃ の み を 選 択 す る 必 要 が あ る 。 Ｓ Ｖ Ｍ は 多 く の 魅 力 的 な 特 徴 を 有 し て い る 。 例 え ば
、 Ｑ Ｐ 問 題 の 解 は 、 球 状 に (globally)最 適 化 さ れ る 一 方 で 、 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク で は
、 変 化 度 を 基 本 と す る 訓 練 ア ル ゴ リ ズ ム が 極 小 を 見 出 す こ と を 保 証 す る の み で あ る 。 さ ら
に 、 Ｓ Ｖ Ｍ は 大 き な 特 徴 空 間 を 扱 う こ と が で き 、 マ ー ジ ン を 調 整 す る こ と に よ り 過 学 習 を
効 果 的 に 避 け る こ と が で き (上 記 を 参 照 )、 情 報 点 、 す な わ ち サ ポ ー ト ベ ク タ ー な ど か ら な
る 小 さ な サ ブ セ ッ ト を 自 動 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 脊 椎 動 物 の 現 在 の 免 疫 状 態 の 分 類 お よ び 、 そ れ に よ る 遺 伝 子 発 現 デ ー タ に 基 づ く 疾 患 の
同 定 は 、 多 ク ラ ス 分 類 の 問 題 で あ る 。 ク ラ ス 数 ｋ は 、 予 測 す べ き 、 す な わ ち 訓 練 デ ー タ セ
ッ ト に 存 在 す る 、 免 疫 状 態 ／ 疾 患 の 数 に 均 し い 。 現 在 の サ ン プ ル セ ッ ト に お い て 異 な る ク
ラ ス 数 が 限 定 さ れ て い る た め に 、 本 発 明 者 ら は 多 ク ラ ス 分 類 を 一 連 の ２ 値 ク ラ ス 分 類 へ と
変 形 さ せ る こ と に よ り 多 ク ラ ス 分 類 を 扱 う こ と を 決 め た 。 ｋ － ク ラ ス 分 類 の た め に 、 ｋ  
Ｓ Ｖ Ｍ を 構 成 す る 。 i番 目 の Ｓ Ｖ Ｍ は 、 i番 目 の ク ラ ス に あ る 正 の ラ ベ ル を 有 す る 全 て の サ
ン プ ル お よ び 負 の ラ ベ ル を 有 す る 他 の 全 て の サ ン プ ル を 用 い て 学 習 さ れ る で あ ろ う 。 最 終
的 に 未 知 の サ ン プ ル は 、 最 も 高 い ア ウ ト プ ッ ト 値 を 有 す る Ｓ Ｖ Ｍ に 対 応 す る ク ラ ス に 分 類
さ れ る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 再 構 成 免 疫 遺 伝 子 の 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に 対 す る 予 測 ／ 分 類
シ ス テ ム を 構 築 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 (実 施 例 １ お よ び ２ を 参 照 )に よ り 生 じ た 各
デ ー タ ポ イ ン ト は 、 分 析 サ ン プ ル に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ピ ー 数 に 相 当 し 、 そ れ に よ り 決
定 さ れ る す な わ ち ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ 上 で ｎ 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 型 を 有 す る 実 験
か ら は 一 連 の ｎ 個 の 発 現 レ ベ ル 値 が 得 ら れ る 。 こ れ ら ｎ 個 の 値 は 、 Ａ ffymetrix(登 録 商 標
) Ｍ icroarray Ｓ uiteに よ り 「 セ ル フ ァ イ ル (cel file)」 の 分 析 結 果 で あ る メ ト リ ッ ク ス
フ ァ イ ル に 通 常 は 保 存 さ れ る 。 一 連 の ｍ メ ト リ ッ ク ス フ ァ イ ル (ｍ 個 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 実 験 を 表 す )か ら 得 た デ ー タ を 取 り 、 各 ｍ 列 が １ 実 験 に 対 す る ｎ 成 分 の 発 現 ベ ク ト
ル か ら な る 発 現 マ ト リ ッ ク ス を 構 築 さ せ る 。 ｍ 個 の 実 験 の 発 現 値 を 正 規 化 す る た め に 、 本
発 明 者 ら は 遺 伝 子 ｊ (そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 存 在 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 型
ｊ ’ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る )に 対 す る 発 現 レ ベ ル ａ i j  の 対 数 の 和 と し て ｘ i j を 定 義 し 、 発
現 ベ ク ト ル
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【 数 １ ４ 】
　
　
が ユ ー ク リ ッ ド 距 離 １ を 有 す る よ う に 正 規 化 し た ：
【 数 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　 最 初 の 分 析 は 、 実 施 例 １ お よ び ２ に 記 載 の よ う に ２ ９ ７ 実 験 に 対 す る ２ ０ ０ ０ ０ － 成 分
発 現 ベ ク ト ル の １ セ ッ ト を 用 い て 行 う (学 習 セ ッ ト が ２ ４ ０ 実 験 お よ び 試 験 セ ッ ト が ５ ７
実 験 )。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ２ ９ ７ 実 験 が ３ つ の 異 な る 免 疫 状 態 を 表 し て い る と い う 知 識 を 用 い て 、 本 発 明 者 ら は そ
れ ら 免 疫 状 態 を 認 識 す る た め に 訓 練 セ ッ ト で 上 記 の Ｓ Ｖ Ｍ を 学 習 さ せ た 。 試 験 セ ッ ト を 用
い て 、 予 測 の 正 確 度 を 評 価 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 Ｔ Ｃ Ｒ Ｂ  ３ ’ プ ラ イ マ ー コ ン セ ン サ ス 配 列 (配 列 番 号 １ )を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｔ Ｃ Ｒ  Ｃ  Ｂ Ｅ Ｔ Ａ １ (配 列 番 号 ２ )を 示 す 。
【 図 ３ 】 Ｔ Ｃ Ｒ  Ｃ  Ｂ Ｅ Ｔ Ａ ２ (配 列 番 号 ３ )を 示 す 。
【 図 ４ 】 プ ラ イ マ ー Ｔ ７ (Ｃ Ｈ １ )(配 列 番 号 ４ )を 示 す 。
【 図 ５ 】 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ １ (配 列 番 号 ５ )を 示 す 。
【 図 ６ 】 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ ２ (配 列 番 号 ６ )を 示 す 。
【 図 ７ 】 オ リ ゴ Ｖ ベ ー タ ３ (配 列 番 号 ７ )を 示 す 。
【 図 ８ 】 オ リ ゴ Ｔ ７ － Ｃ － ベ ー タ (配 列 番 号 ８ )を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 7月 1日 (2004.7.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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